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Es ist bekannt, dass Infektionen eine Glomerulonephritis auslösen und vershlehtern
können. Die Pathogen-Erkennungsrezeptoren, von denen die Toll-like Rezeptoren die
bekanntesten sind, spielen dabei eine wihtige Rolle. Sie erkennen sowohl exogene
Liganden, die von Viren und Bakterien stammen, als auh endogene Moleküle, die
durh Zelltod freigesetzt werden. Von besonderem Interesse sind dabei die zwei
Signaladapterproteine MyD88 und TRIF, die an Toll-like Rezeptoren binden und
deren Aktivierung intrazellulär weiterleiten. Während MyD88 an alle bekannten
Toll-like Rezeptoren auÿer TLR3 bindet, interagiert TRIF nur mit TLR3 und TLR4.
Virale RNA oder bakterielle Bestandteile können glomeruläre Mesangialzellen
über Rezeptoren des angeborenen Immunsystems aktivieren. Die Hypothese dieser
Arbeit war, dass auh endogene Liganden glomeruläre Mesangialzellen über Toll-like
Rezeptoren aktivieren. Somit könnten Toll-like Rezeptoren durh die Vermittlung
niht-infektiöser, steriler Entzündungsmehanismen an der Pathogenese der
Immunkomplex-Glomerulonephritis maÿgeblih beteiligt sein.
Aus Trif-, Myd88- und Tlr2-Knokout-Mäusen wurden zunähst primäre glomeruläre
Mesangialzellen gewonnen, um Toll-like Rezeptor-abhängige Eekte im Vergleih zu
Wildtyp-Zellen zu untersuhen.
Die Expressions-Analyse der Pathogen-Erkennungsrezeptoren primärer glomerulärer
Mesangialzellen aus C57BL/6-Mäusen zeigte eine deutlihe Expression der
Toll-like Rezeptoren 2, 3 und 4 sowie der RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-I.
In vitro-Stimulationen mit TLR-Liganden führten zu einer Freisetzung des
proinammatorishen Zytokins Interleukin-6 aus Mesangialzellen. Apoptotishe
Zellen konnten ebenfalls Mesangialzellen zu einer IL-6-Produktion aktivieren, die
in Myd88- und Tlr2-dezienten Mesangialzellen jedoh niht nahweisbar war.
Stimulationsexperimente mit aufgereinigter RNA aus apoptotishen Zellen zeigten
eine Trif-abhängige Signalweiterleitung. Die Stimulation mit Mediumüberständen
nekrotisher Zellen führte hingegen zu einer starken TLR2- und MyD88-abhängigen
Aktivierung primärer Mesangialzellen. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass
apoptotishe und nekrotishe Zellen glomeruläre Mesangialzellen via TLR2/MyD88
aktivieren, während die Stimulation mit aufgereinigter RNA apoptotisher Zellen
über TLR3/TRIF zu einer proinammatorishen Antwort in Mesangialzellen führte.
In dieser Arbeit konnte somit erstmals nahgewiesen werden, dass auh
niht-Pathogen-assoziierte Liganden glomeruläre Mesangialzellen über Toll-like
Rezeptoren aktivieren.
Um die funktionelle Relevanz der Toll-like Rezeptoren in der Pathogenese der
Glomerulonephritis zu untersuhen, wurden Knokout-Mäuse verwendet, denen
entweder das Gen für TRIF oder MyD88 fehlte und dadurh die entsprehende
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Zusammenfassung
Toll-like Rezeptor-Signalkaskade unterbrohen war.
Als experimentelle Grundlage diente das Modell der nephrotoxishen Serumnephritis.
Mäusen wurden dabei im Kaninhen gewonnene und gegen die murine glomeruläre
Basalmembran gerihtete Antikörper verabreiht. Dies führte zur Induktion einer
Immunantwort gegen die fremden Antikörper mit Bildung und Ablagerung von
glomerulären Immunkomplexen. Nah drei Wohen zeigte sih das klinishe und
histologishe Vollbild einer Immunkomplex-Glomerulonephritis.
Während in Wildtyp- und Trif-dezienten Mäuse nah drei Wohen eine signikante
Proteinurie und Retention von Harnsto nahweisbar waren, fanden sih in den
Myd88-Knokout-Mäusen normale Werte. Ebenso zeigten sih bei den Wildtyp- und
Trif-dezienten Mäusen typishe Veränderungen in der Histologie mit deutliher
Sklerosierung und Halbmondbildung der Glomeruli, während Myd88-deziente Tiere
ein unauälliges histologishes Bild boten. Auh in der Immunhistohemie konnten
entsprehende Veränderungen in Wildtyp- und Trif-Knokout-Mäusen nahgewiesen
werden. Im Vergleih zu den Myd88-dezienten Mäusen fand sih eine vermehrte
Inltration von Makrophagen und T-Lymphozyten.
Sowohl klinish als auh histologish zeigten somit Trif-deziente Mäuse im
Gegensatz zu Myd88-dezienten Mäusen eine dem Wildtyp vergleihbar ausgeprägte
Glomerulonephritis.
Um die immunologishen Komponenten der Pathogenese weiter zu dierenzieren,
wurde zunähst die humorale Immunantwort der Mäuse untersuht. Im Serum aller
Versuhstiere konnten Antikörper gegen die injizierten Kaninhen-Immunglobuline in
vergleihbaren Mengen nahgewiesen werden. Folglih führte eine Deaktivierung von
MyD88 oder TRIF niht zu einer Verminderung der humoralen Immunantwort.
Somit könnte der klinishe Untershied in der zellulären Immunantwort begründet
sein. Diesen Gedanken unterstützte eine signikant und vergleihbar hohe
Interferon-γ-Sekretion der mit Kaninhen-IgG reaktivierten Splenozyten von Wildtyp-
und Trif-dezienten Mäusen, bei normalen Werten der Myd88-Knokout-Tiere. Zudem
konnte eine deutlihe Reaktivierung der zytotoxishen T-Zellen ebenfalls nur in den
Wildtyp- und Trif-dezienten Mäusen nahgewiesen werden. Somit wirkte der
Shutz vor der Entwiklung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis bei den
Myd88-Knokout-Mäusen wahrsheinlih über die zelluläre Immunantwort.
Mit diesen Versuhen konnte gezeigt werden, dass die durh TRIF
weitergeleitete Aktivierung von TLR3 keine Rolle in der Pathogenese der
Immunkomplex-Glomerulonephritis spielt, da eine Deaktivierung des Gens keinen
Einuss auf die Ausbildung der Erkrankung im Modell der nephrotoxishen
Serumnephritis hatte. Allerdings konnte durh Unterbrehung der Myd88-vermittelten
TLR-Signalkaskade die Induktion der Glomerulonephritis vollständig verhindert
werden, ebenso die Aktivierung von T-Lymphozyten, welhe maÿgeblih an der
Pathogenese im Modell der nephrotoxishen Serumnephritis beteiligt sind.
x
1 Einleitung
1.1 Klinishe Aspekte der Glomerulonephritis
Die Glomerulonephritis ist eine der häugsten Ursahen für die Entwiklung
einer terminalen Niereninsuzienz. Viele Glomerulonephritiden bleiben unerkannt,
da sie erst zu Symptomen führen, wenn eine hronishe Niereninsuenz bereits
eingetreten ist. Ein Weiterleben des betroenen Patienten ist dann nur mit Hilfe einer
Nierenersatztherapie oder Nierentransplantation möglih.
Laut QuaSi-Niere Jahresberiht 2006/2007 wurden in Deutshland mehr als 90.000
Patienten mit einer Nierenersatztherapie versorgt. Davon waren etwa 65.000
Patienten dialysepihtig und etwa 25.000 befanden sih in Nahsorge nah
Nierentransplantation. Dies entspriht einer Gesamtprävalenz (Dialysepatienten und
Patienten in Nahsorge nah Nierentransplantation) von 1114 pro Million Einwohner.
2006 wurden mehr als 17.000 Patienten erstmalig in das Verfahren einer dauerhaften
Nierenersatztherapie aufgenommen. Dies entspriht einer Inzidenz von 213 pro Million
Einwohner. Analysen über den Zeitraum von 1995 bis 2006 ergaben einen jährlihen
Zuwahs der Prävalenz von durhshnittlih 4,4% und ein Anstieg der Inzidenz von
5,1% (siehe Abbildung 1.1) [1℄.
Abbildung 1.1: Prävalenz und Inzidenz der hronishen Nierenersatztherapie: Dargestellt
sind die steigende Prävalenz der Dialysepatienten und Patienten in Transplantatnahsorge
über den Zeitraum von 1995 bis 2006, eine steigende Inzidenz der neu behandelten
Dialysepatienten pro Jahr und die seit 1995 steigende Anzahl verstorbener dialysepihtiger
oder transplantierter Patienten [1℄.
1
1 Einleitung
Abbildung 1.2: Diagnoseverteilung der Patienten mit hronisher Niereninsuziez bei
Therapiebeginn (Inzidenz) im Jahresvergleih: Die prozentuale Verteilung zeigt einen Anstieg
von Diabetes mellitus und der vaskulären Nephropathie über den Zeitraum von 1996 bis
2006. Insgesamt ist Diabetes mellitus gefolgt von der vaskulären Nephropathie die häugste
Grunderkrankung bei terminaler Niereninsuzienz. Die Glomerulonephritis ist mit 13%
dritthäugste Ursahe einer hronishen Niereninsuzienz [1℄.
In den USA verzeihnet das United States Renal Data System (URDS) einen
ähnlihen Anstieg der Prävalenz und Inzidenz der terminalen Niereninsuzienz.
Gemäÿ Hohrehnungen des URDS werden die Patientenzahlen in den USA weiter
zunehmen. So wird die Inzidenz von 110.000 im Jahre 2006 bis zum Jahre
2020 auf 150.000 anwahsen, während sih die Prävalenz von 506.000 (2006)
auf 784.000 (2020) erhöhen wird [2℄. In Deutshland und in den USA ist die
hronishe Glomerulonephritis nah diabetisher und hypertensiver Nephropathie die
dritthäugste Ursahe einer hronishen Niereninsuzienz. Die Diagnoseverteilung
in Deutshland von 1996 bis 2006 zeigt, dass Diabetes mellitus und die vaskuläre
Nephropathie als Grunderkrankung immer mehr an Bedeutung gewinnen (siehe
Abbildung 1.2). Dies lässt sih durh das immer höhere Alter der Patienten erklären,
die eine höhere Inzidenz für vaskuläre Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ II
aufweisen.
Chronish niereninsuziente und dialysepihtige Patienten weisen eine höhere
Komorbidität und Mortalität im Vergleih zur Gesamtbevölkerung auf. Kardiale
Erkrankungen und Infektionen zählen zu den häugsten Todesursahen [1℄.
Somit entsteht ein gesellshaftlihes und volkswirtshaftlihes Problem, da einerseits
die hronishe Nierenersatztherapie zu einer gravierenden Einshränkung der
Lebensqualität des Patienten als auh seiner Angehörigen führt. Andererseits
entstehen enorme Kosten durh die Behandlung der hronishen Niereninsuzienz
und ihrer Folgeerkrankungen.
Die Nierentransplantation gilt als die beste Alternative zur Nierenersatztherapie.
Laut Angaben der Deutshen Stiftung Organtransplantation (DSO) war die
Hauptindikation für eine Nierentransplantation im Jahre 2007 mit mehr als 700
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transplantierten Patienten eine Glomerulonephritis (siehe Abbildung 1.3). Trotz einer
leiht gestiegenen Transplantationsrate warteten 2007 dreimal mehr Patienten auf eine
Niere als Nierentransplantate zur Verfügung standen [3℄. Dieser Zustand wird sih
angesihts der steigenden Inzidenz dialysepihtiger Patienten niht wesentlih ändern.
Daher sind neue Therapieansätze zur Prävention und Verhinderung eines weiteren
Fortshreitens der hronishen Niereninsuzienz unbedingt erforderlih.
Abbildung 1.3: Indikationen für eine Nierentransplantation: Die Glomerulonephritis ist
mit einem Anteil von 25% der transplantierten Patienten in Deutshland die häugste
zugrunde liegende Erkrankung bei terminaler Niereninsuzienz, die auf die Warteliste für
Nierentransplantation gesetzt wird [3℄.
1.2 Pathophysiologie glomerulärer Erkrankungen
1.2.1 Allgemeine Pathologie des Glomerulus
Als Glomerulus bezeihnet man ein Kapillarknäuel, das jeweils am Anfang der
kleinsten funktionellen Einheit, dem Nephron steht. In ihrer Gesamtheit pressen die
Glomeruli täglih 120-180 Liter Ultraltrat aus dem Plasma in die Bowmanshe
Kapsel ab. Dabei ist die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) abhängig von einer
ausreihend hohen Durhblutungsrate der Glomeruli, dem Filtrationsdruk, der
Filtrationsähe und der Zusammensetzung der Filtrationsbarriere. Diese Parameter
werden streng durh Tonusänderungen in den Widerstandsgefäÿen reguliert, um
einen gleihbleibenden Blutuss und Filtrationsdruk in den Glomeruli zu gewähren.
Die Mesangialzellen, die sih überwiegend in der glomerulären Matrix benden,
sorgen dabei durh ihre Kontraktionsfähigkeit für eine konstante Filtrationsähe.
Die Filtrationsbarriere setzt sih aus einem fenestriertem Endothel, der glomerulären
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Basalmembran (GBM) und Podozyten zusammen. Auf Grund physiohemisher und
elektrostatisher Eigenshaften der Filtrationsbarriere ist der abgepresste Primärharn
weitgehend frei von Blutzellen und Plasmaproteinen. Eine glomeruläre Läsion hat
daher fast immer eine erniedrigte GFR und/oder eine als pathologish zu wertende
Aussheidung von Plasmaproteinen und Blutzellen im Urin zur Folge.
Vershiedene Kriterien harakterisieren eine Shädigung der Glomeruli:
Zellproliferation, Vermehrung der extrazellulären Matrix, Sklerose, Halbmondbildung,
Migration und Einlagerung des Mesangiums sowie eine Veränderung der Epithelzellen
in ihrer Morphologie.
Vermehrte Zellproliferation im Glomerulus kann sowohl Folge einer Zellvermehrung
von intrinsishen Nierenzellen wie Mesangial-, Epithel- und Endothelzellen als auh
einer Ansammlung von Leukozyten in den Kapillaren oder im Mesangium sein.
Eine Vermehrung der extrazellulären Matrix entsteht durh die Zunahme von
mesangialen Matrixkomponenten und von Bestandteilen der Basalmembran.
Die glomeruläre Sklerose resultiert durh eine Zunahme der extrazellulären Matrix
und/oder Plasmaprotein-Insudate, die wiederum zu einer Obliteration der Kapillaren
und somit zu einer Verfestigung bzw. Sklerosierung der Kapillarshlingen führt. Wenn
das gesamte Glomerulus von der Narbenbildung betroen ist, spriht man von einer
kompletten Sklerose. Bei einer segmentalen Sklerose sind nur Teile des glomerulären
Shlingenapparates involviert.
Halbmondbildung (Cresent) bedeutet eine Ansammlung von Zellen und
extrazellulären Zellmaterial im extrakapillären Teil des Glomerulus. Sie ist Folge
einer shweren Shädigung der Kapillaren mit Unterbrehung der Gefäÿwand
und subsequenter Ausshüttung von Fibrin von der Innenseite der geshädigten
Gefäÿwand nah auÿen in den extrakapillären Teil des Glomerulus. Dies ist von
Gefäÿzellproliferation und einer Ansammlung von Monozyten und anderen Blutzellen
begleitet. Die zelluläre Zusammensetzung der Halbmonde hängt von der Art der
Shädigung der Basalmembran der Bowmanshen Kapsel ab. Sind Zellen und Kollagen
an der Halbmondbildung beteiligt, so wird dies als brozellulär bezeihnet. Ist nur
Kollagen im extrakapillären Teil des Glomerulus zu nden, wird das Cresent als
brotish deklariert.
Die Migration des Mesangiums wird folgendermaÿen beshrieben: Mesangialzellen
und mesangiale Matrix breiten sih vom zentralen Teil der Kapillarshlingen
des Glomerulus in die Peripherie aus, indem sie zwishen Edothelzellen und
Basalmembran entlangwandern, sih dort einlagern und so zur Verdikung der
Kapillarwände beitragen.
Veränderungen der Epithelzellmorphologie können nur im Elektronenmikroskop
nahgewiesen werden. Im Zusammenhang mit dem Proteinverlust über die
geshädigten Kapillaren kommt es meist zu einem Verlust der Fuÿfortsätze der
Zellen [4℄.
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Abbildung 1.4: Membranöse Glomerulopathie: sihtbare subepitheliale Ablagerungen der
Immunkomplexe (Silber Methenamin Färbung) [6℄.
1.2.2 Nephrotishes Syndrom
Das nephrotishe Syndrom ist durh eine Proteinurie von mehr als 3,5g/Tag deniert.
Wenn die Albumin-Syntheseleistung der Leber den renalen Eiweiÿverlust niht
mehr kompensieren kann, entwikeln sih Hypalbuminämie, Hyperlipoproteinämie,
Ödeme und Hyperkoagulabilität. Ursahe des nephrotishen Syndroms ist die erhöhte
Permeabilität der Filtrationsbarriere für Plasmaproteine.
Im folgenden werden die Glomerulonephritiden aufgeführt, die überwiegend mit einem
nephrotishen Syndrom einhergehen.
Membranöse Glomerulopathie Die Membranöse Glomerulopathie ist eine der
Hauptursahen des nephrotishen Syndroms. Sie ist meist idiopathish, kann aber
auh sekundär bei Hepatitis B, Sjögren Syndrom, Transplantation, Systemishen
Lupus Erythematodes, Diabetes mellitus, Sarkoidose, Syphilis sowie bei bösartigen
Tumoren [5℄ auftreten. Ebenso kann eine Belastung mit bestimmten Pharmazeutika
und Shwermetallen (z.B. Peniillamine, Gold) eine membranöse Glomerulopathie
auslösen [6℄. Die membranöse Glomerulopathie tritt meist bei Erwahsenen in
der 4.-5. Lebensdekade auf. Männer sind häuger als Frauen betroen. Etwa
30% der Patienten entwikeln ein hronishes Nierenversagen mit entsprehend
erniedrigter glomerulärer Filtrationsrate (GFR) [7℄. Klinish auällig ist meist das
nephrotishe Syndrom, seltener eine asymptomatishe Proteinurie oder Hämaturie.
Die Diagnose wird mittels Nierenbiopsie gestellt und stützt sih auf morphologishe
Veränderungen im Glomerulus. Die typishen histologishen Veränderungen sind
eine im Mikroskop sihtbare Verdikung der glomerulären Basalmembran und
immunhistologish nahweisbare subepitheliale Immunkomplex-Ablagerungen (siehe
Abbildung 1.4). Durh die Immunkomplexe wird das Komplementsystem aktiviert,
eine Einwanderung von Entzündungszellen und glomeruläre Zellproliferation können
jedoh niht nahgewiesen werden [8℄.
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Abbildung 1.5: Membranoproliferative Glomerulonephritis: deutlih sihtbare
Kapillarwandverdikungen bei der MPGN Typ II durh Immunkomplex-Ablagerungen
in der Basalmembran (Masson Trihrom Färbung) [6℄.
Membranoproliferative Glomerulonephritis Die membranoproliferative
Glomerulonephritis (MPGN) ist klinish meist durh ein kombiniertes nephritishes/
nephrotishes Syndrom mit Hypokomplementämie, d.h. einer Verminderung der
Komplementfaktoren, gekennzeihnet. Die MPGN ist nur selten Ursahe eines
nephrotishen Syndroms und tritt meist bei Kindern auf. Anhand des mikroskopishen
Befundes werden Typ I, II und III mit abnehmender Häugkeit untershieden.
Charakteristish für die MPGN Typ I sind subendotheliale und mesangiale
Immunkomplexablagerungen, eine Expansion der Mesangiums und eine Verdikung
der glomerulären Basalmembran. Mesangialzellen und inltrierende Monozyten
lagern sih zwishen Endothel und Basalmembran, was zu einer Doppelkonturierung
der Basalmembran führt. Die Proliferation ist meist uniform und dius bei der
idiopathishen MPGN, während eine unregelmäÿige Proliferation eher auf eine
Lupusnephritis bei systemishen Lupus Erythematodes (SLE) hinweist. Bei der
MPGN Typ II imponieren die fortlaufenden, dihten Immunkomplex-Ablagerungen
in der Basalmembran (dense deposit disease) (siehe Abbildung 1.5). Bei Typ III sind
neben subendothelialen auh subepitheliale Ablagerungen nahweisbar. Sekundär
tritt die MPGN bei vershiedenen hronishen Infektionen wie Hepatitis B und C,
Syphilis oder bakterieller Endokarditis, bei Autoimmunerkrankungen wie SLE, bei
thrombotishen Mikroangiopathien und bei Paraproteinablagerungen auf [9℄[10℄.
Minimal-Change-Glomerulopathie Die Minimal-Change-Glomerulopathie ist in
90% der Fälle bei Kindern und 10-15% der Fälle bei Erwahsenen Ursahe
eines nephrotishen Syndroms [11℄. Im Mikroskop lassen sih meist normale
Glomeruli darstellen. Immunkomplexe sind niht nahweisbar und auh sklerotishe
Umbauvorgänge nden niht statt. Einzig im Elektronenmikroskop kann eine
veränderte Morphologie der Epithelzellen (Podozyten) mit Verlust der Fuÿfortsätze
nahgewiesen werden. In den meisten Fällen ist die Ätiologie unklar, selten
sind Arzneimittel wie Nihtsteroidale Antirheumatika (NSAID) oder maligne
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Abbildung 1.6: Fokal segmentale Glomerulosklerose: deutlih sihtbare segmentale
Obliteration des Kapillarlumens angrenzend am vaskulären Pol des Glomerulus mit
Vermehrung der mesangialen Matrix, Kapseladhäsionen, und hyalinen Ablagerungen (rot)
(Chromotrope 2RSilber Methenamin Färbung) [6℄.
Erkrankungen wie Morbus Hodgkin Ursahe einer Minimal-Change-Glomerulopathie
[12℄.
Fokal segmentale Glomerulosklerose Die Fokal segmentale Glomerulosklerose
gehört mittlerweile zu den häugsten Ursahen des nephrotishen Syndroms bei
Erwahsenen in den USA. Dabei ist eine steigende Inzidenz vor allem in der
afroamerikanishen und spanishen Bevölkerung bei Kindern und Erwahsenen zu
beobahten [13℄. Die Glomeruli sind bei der fokalen Glomerulosklerose nur teilweise,
d.h. segmental, von einer Sklerosierung betroen (siehe Abbildung 1.6). Ein weiteres
Kennzeihen ist die Hyalinose, welhe durh Plasmaprotein-Insudate verursaht wird.
Adhäsionen oder Synehien am tubulären Pol der Glomeruli sind Zeihen einer
frühen Sklerosierung [4℄. Wie bei der Minimal-Change-Glomerulopathie können keine
Immunkomplexe nahgewiesen werden. Ein Verlust der Fuÿfortsätze der Epithelzellen
kann im Elektronenmikroskop sihtbar sein, ist jedoh weniger ausgeprägt als bei der
Minimal-Change-Glomerulopathie [12℄.
1.2.3 Nephritishes Syndrom
Das nephritishe Syndrom ist durh ein aktives Sediment mit glomerulärer Hämaturie
und Erythrozytenzylindern gekennzeihnet, während die Proteinurie nur gering
ausgeprägt ist. Je nah Ausdehnung und Progressionstendenz der Entzündung kann ein
langsamer oder ein rasher Abfall der GFR eintreten. Des Weiteren führt die Natrium-
und Wasserretention zu einer Volumenexpansion mit Ödembildung und Hypertension.




Akute postinfektiöse Glomerulonephritis Die akute postinfektiöse
Glomerulonephritis (APGN) ist eine Immunkomplex-Glomerulonephritis mit
granulären Ablagerungen von IgG und C3 im Mesangium und in der glomerulären
Basalmembran. Sie tritt vor allem bei Kindern im Alter von 2-12 Jahren a. 6-30
Tage im Anshluss einer abgelaufenen Infektion auf und heilt meist spontan aus [14℄.
Die häugsten Auslöser sind Infektionen mit β-hämolysierenden Streptokokken der
Gruppe A der oberen Luftwege (Pharyngitis, Tonsillitis) oder der Haut (Impetigo).
Seltener entwikelt sih eine APGN durh persistierende Infektionen wie bakterielle
Endokarditis, tiefe Abszesse, oder inzierte ventrikuloatriale Shunts (Therapie des
Hydrozephalus). Häuge klinishe Kennzeihen sind neben dem akuten nephritishen
Syndrom eine Oligurie bis hin zum akuten Nierenversagen, das durh die Abnahme
der glomerulären Filtrationsrate begründet ist. Zudem kommt es zur Natrium- und
Wasserretention mit Ödembildung und daraus resultierender Hypertonie [15℄. Im
Mikroskop sind in der Regel eine dius proliferative und exudative Glomerulonephritis
mit Proliferation des Mesangiums, eine Inltration des Interstitiums (v.a. neutrophile
Granulozyten und Makrophagen) sowie ein interstitielles Ödem nahweisbar.
Elektronenmikroskopish lassen sih subepitheliale Immunkomplexablagerungen,
sogenannte humps , nahweisen. Immunuoreszenzfärbungen zeigen meist diuse
unregelmäÿige granuläre Ablagerungen von IgG und C3 entlang der glomerulären
Basalmembran [4℄.
Immunglobulin-A-(IgA-)Nephropathie Bei der IgA-Nephropathie handelt es
sih um eine proliferative Glomerulonephritis bisher unklarer Genese, die nah
ihrem Erstbeshreiber Jean Berger auh Morbus Berger genannt wird. Sie
wird durh die Anwesenheit von IgA-Ablagerungen im Mesangium deniert.
Dierentialdiagnostish ist zu beahten, dass IgA-Ablagerungen auh bei der Purpura
Shönlein-Henoh, SLE, bei Leberzirrhose sowie einer Reihe von inammatorishen
Erkrankungen wie M. Behterew, Psoriasis, M. Reiter auftreten können. Das
lihtmikroskopishe Bild der IgA-Nephropathie variiert sehr (am häugsten ndet
sih eine diuse oder fokal segmentale mesangioproliferative GN) und es bestehen
auh mehrere Klassikationen, von denen das System nah Lee, das System
nah Haas und die WHO-Einteilung für Lupusnephritis die gebräuhlihsten
sind. Im Elektronenmikroskop nden sih Immunkomplex-artige elektronendihte
Ablagerungen im Mesangium. Epidemiologish ist die IgA-Nephropathie die häugste
Glomerulonephritis weltweit, wobei untershiedlihe Prävalenzen bezüglih der
einzelnen Bevölkerungen vorhanden sind [16℄. Die höhste Prävalenz ndet sih
bei asiatisher oder amerikanisher (nativ), mittlere Prävalenz bei kaukasiher und
die niedrigste Prävalenz bei afrikanisher Abstammung. Die IgA-Nephropathie tritt
doppelt so häug bei Männern als bei Frauen auf. Die Erkrankung wird meist im späten
Kindesalter bzw. im jungen Erwahsenenalter diagnostiziert. Typish für den initialen
Krankheitsbeginn sind eine asymptomatishe Hämaturie oder eine intermittierende
groÿe Hämaturie oder die Kombination aus beidem.
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Abbildung 1.7: Antibasalmembran-Glomerulonephritis: Die Fluoreszenz-Färbung zeigt eine
lineare IgG-Färbung entlang der Basalmembran [20℄.
1.2.4 Nierenbeteiligung bei Systemerkrankungen
Systemisher Lupus Erythematodes Beim systemishen Lupus Erythematodes
(SLE) handelt es sih um eine Autoimmunerkrankung unklarer Ätiologie. Diese
Systemerkrankung kann in jedem Lebensalter auftreten, betrit aber überwiegend
Frauen im Alter von 20-40 Jahren. Bis zu 70% der Patienten entwikeln eine
klinish oder morphologish nahweisbare Nierenerkrankung. In Autopsiestudien
von Lupuspatienten konnten bei fast 90% renale Veränderungen nahgewiesen
werden. Die niedrigste 5-Jahres-Überlebensrate haben Patienten mit renaler und
zentralnervöser Beteiligung. Somit sind Shwere und Art der Nierenbeteiligung
wesentlihe Faktoren für die Prognose der Lupuspatienten. Die Lupusnephritis wird
nah histologishen Kriterien in sehs vershiedene Klassen eingeteilt. Entsheidend
für die Diagnose des SLE sind neben der typishen Klinik der serologishe Nahweis
von Autoantikörpern gegen Doppelstrang-DNA, nukleäre Antigene wie Smith, Ro,
La sowie positive Befunde von antinukleären Antikörpern (ANA), Anti-RNP und
Anti-Phospholipid Antikörper. Es wird angenommen, dass die Lupusnephritis durh
Ablagerung von zirkulierenden Immunkomplexen hervorgerufen wird. Dabei spielen
die Anti-dsDNA-Antikörper, die an freie DNA binden eine wesentlihe Rolle bei der
Entstehung dieser Immunkomplex-Glomerulonephritis [17℄.
Antibasalmembran-Glomerulonephritis Bei der Antibasalmembran-Glomerulo-
nephritis (Anti-GBM-GN) handelt es sih um eine systemishe Vaskulitis der kleinen
Gefäÿe. Zirkulierende Anti-GBM-Antikörper führen bei 30-40% der Patienten zu einer
rash progredienten Glomerulonephritis ohne Lungebeteiligung während bis zu 70%
zusätzlih im Rahmen des Goodpasture Syndroms pulmonale Symptome aufweisen.
Die Autoantikörper sind gegen die α3-Kette des TypIV-Kollagens gerihtet [18℄. Bei
etwa einem Drittel der Patienten sind auh ANCA positiv [19℄. Immunhistologishe




ANCA- und Paui-Immun-Glomerulonephritis Vaskulitiden sind entzündlihe
Gefäÿerkrankungen mit granulozytärer Inltration der Gefäÿwände und des
perivaskulären Gewebes. Folgen sind Gewebeblutungen und ishämish-nekrotishe
Organshäden. Bei den ANCA-assoziierten systemishen Vaskulitiden wie der Wegener
Granulomatose und dem Churg-Strauss-Syndrom trägt zusätzlih die granulomatöse
Entzündung zur Organshädigung bei. Eine renale Beteiligung wird vor allem
beobahtet, wenn kleine Gefäÿe betroen sind. In der Immunhistologie sind keine oder
nur minimale Immunglobulinablagerung nahweisbar (Paui-Immun GN).
1.3 Die Immunkomplex-Glomerulonephritis
1.3.1 Pathophysiologie der Immunkomplex-Glomerulonephritis
Ein Glomerulus kann durh vershiedene Ursahen geshädigt werden. Auslöser
können Stowehselstörungen, Durhblutungsstörungen, toxishe Substanzen und
Infektionen sein. Die meisten glomerulären Erkrankungen werden durh Störungen
des Immunsystems ausgelöst und sind daher entzündliher Natur. Immunvermittelte
glomeruläre Erkrankungen sind harakterisiert durh Bildung und Ablagerung
von Immunkomplexen (IK) im Glomerulus, und werden daher auh als
Immunkomplex-Glomerulonephritiden zusammengefasst (siehe Abbildung 1.8).
Zu den häugsten Formen zählen die IgA-Nephropathie, akute postinfektiöse
GN, membranoproliferative GN und die sekundär durh Systemisher Lupus
Erythematodes entstehende Lupusnephritis. Zwei wesentlihe Mehanismen werden
für die Entstehung eines IK-vermittelten glomerulären Shadens verantwortlih
gemaht. Zum einen können sih die Immunkomplexe in situ bilden, indem Antikörper
an gewebeständige Antigene binden. Andererseits können Immunkomplexe auh
in der Blutzirkulation entstehen und durh ihre positive Ladung an der negativ
geladenen GBM anlagern [23℄[24℄. Kleine kationishe Immunkomplexe lagern sih
subepithelial der GBM ab und können so eine membranöse Nephropathie verursahen,
während gröÿere Immunkomplexe in der Regel zusammen mit anderen Molekülen
wie Komplementfaktoren und Matrixproteinen im Mesangium und entlang der
Kapillaren akkumulieren und so eine proliferative Glomerulonephritis auslösen
[25℄. Immunkomplexe im Glomerulus führen unter anderem zu einer Aktivierung
von Mesangialzellen. So geht man davon aus, dass eine Entzündungsreaktion im
Mesangium von einer Interaktion der Immunkomplexe mit Mesangialzellen abhängig
ist, die eine Aktivierung des Komplementsystems und anderer Entzündungsprozesse
zur Folge hat. Nah dieser initialen Aktivierung synthetisieren Mesangialzellen
vershiedene Entzündungsmediatoren wie Zytokine und Chemokine und tragen
so zu einer Verstärkung der glomerulären Entzündung bei (siehe Abbildung
1.9) [22℄. Histologish ist eine Glomerulonephritis durh Leukozyteninltration,




Abbildung 1.8: Shematishe Darstellung der Antibasalmembran-Antikörper-GN und der
Immunkomplex-Glomerulonephritis: A. Normales Glomerulus: Die Kapillarshlingen sind von
der glomerulären Basalmembran, die sih aus gefenstertem Endothel, der Basalmembran und
Podozytenfortsätze zusammensetzt, umgeben. Die Bowman'she Kapsel bildet die äuÿerste
Shiht des Glomerulus. Das Mesangium liegt zentral und bildet sih aus Mesangialzellen
und extrazellulärer Matrixproteine. B. Im Blut zirkulierende Antibasalmembran-Antikörper
binden linear an Basalmembranantigene (Goodpasture-Autoantigene sind Bestandteile
des Typ-IV-Kollagens, gegen die der Organismus Antikörper der IgG-Klasse bildet).
C. Immunkomplex-Glomerulonephritis: Zirkulierende Antikörper, die z.B. bei der
akuten postinfektiösen Glomerulonephritis oder Lupusnephritis vorkommen, binden
sih an den Kapillaren und der innneren Basalmembran. In B und C kommt
es durh Komplementaktivierung, Chemokine und andere Entzündungsmediatoren zur
Freisetzung leukotaktisher Faktoren und damit zur Einwanderung von Entzündungszellen.
Cresent/Halbmondbildung entsteht durh Proliferation der Kapselepithelzellen. D. ANCA




Abbildung 1.9: Entstehung der Immunkomplex-Glomerulonephritis: Immunkomplexe
können glomeruläre Mesangialzellen aktivieren, die wiederum Entzündungsmediatoren wie
Chemokine und proinammatorishe Zytokine freisetzen. Dies führt shlieÿlih zu einer
Shädigung des glomerulären Filterapparates [22℄.
1.3.2 Bedeutung glomerulärer Mesangialzellen bei der
Glomerulonephritis
Das Mesangium liegt zentral im Glomerulus zwishen fenestrierten Endothelzellen
der Kapillaren und der glomerulären Basalmembran. Es besteht aus Mesangialzellen,
die in die mesangiale Matrix eingebettet sind [26℄[27℄. Durh seine zentrale
Lage spielt das Mesangium eine wesentlihe Rolle bei der Entwiklung und
Progression glomerulärer Erkrankungen. So können Mesangialzellen sowohl systemish
über das kapilläre Endothel als auh lokal durh inltrierende Leukozyten
proinammatorishe Signale und Stimuli erhalten. Bei allen hronishen und
progressiven Nierenerkrankungen wird eine Expansion des Mesangiums durh
Zellproliferation und Vermehrung der extrazellulären Matrix als typishes
histologishes Merkmal beshrieben [28℄. Im Allgemeinen ist eine Aktivierung
von Mesangialzellen durh pathologishe Stimuli mit den Hauptmerkmalen eines
glomerulären Shadens wie Inltration von Leukozyten, Zellproliferation und
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Fibrose vergesellshaftet. Durh Adhäsionsmoleküle und Chemokin-Freisetzung aus
Mesangialzellen wird die Leukozytenmigration in das Glomerulus vermittelt, was den
Beginn eines glomerulären Shadens harakterisiert. Die Expansion des Mesangiums,
welhe shlieÿlih zu einer irreversiblen Glomerulosklerose führen kann, ist meist
eine Folge eines Ungleihgewihts zwishen Matrixproduktion und -degradation, das
wiederum von Wahstumfaktoren und proinammatorishen Zytokinen abhängig
ist. Mesangialzellen produzieren eine Vielzahl von Entzündungmediatoren und
spielen somit eine zentrale Rolle in der Pathogenese immunvermittelter glomerulärer
Erkrankungen [29℄[30℄[31℄.
Glomeruläre Mesangialzellen besitzen Eigenshaften glatter Muskelzellen. Neben
Smooth Musle Atin bestehen die Zellen aus den Intermediärlamenten Desmin und
Vimentin. Durh ihre Kontraktilität können sie die glomeruläre Filtration beeinussen
und entsprehend auf Vasokonstriktoren und -relaxantien reagieren.
Zusätzlih besitzen Mesangialzellen Eigenshaften antigenpräsentierender Zellen mit
der Fähigkeit zur Phagozytose und Synthese von Immunmediatoren [32℄. Zudem
wurde die Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und VCAM-1 nahgewiesen
[33℄[34℄[35℄. Diese Moleküle sind essentiell für die Aufnahme zirkulierender Leukozyten
in das Gewebe. Zytokine wie TNF-α und IL-1β, aber auh LPS führen zu einer
verstärkten Expression dieser Adhäsionsproteine und damit zu einer vermehrten
Interaktion von Leukozyten und Mesangialzellen [36℄.
Vershiedene Faktoren tragen zur Leukozyteninltration in das Glomerulus bei.
Dazu zählen neben Komplementfaktoren (C5a), Platelet Ativating Fator (PAF),
Leukotriene (LTB4) auh die proinammatorishen Zytokine und Chemokine [37℄.
Chemokine können lokal sezerniert werden und vermitteln die Rekrutierung von
Leukozyten während der Initiation und Progressionsphase der renalen Entzündung.
Sie sind dabei an der Adhäsion, Migration und Chemotaxis beteiligt. Chemokine
werden vor allem von intrinsishen renalen Zellen gebildet, aber auh die inltrierenden
Leukozyten können Quelle einer lokalen Chemokin-Produktion sein [38℄[39℄. Eine
Expression von CC-Chemokinen wie MCP-1, RANTES, MIP-1α, CXC-Chemokine wie
IL-8, IP-10 und MIP-2 auf Mesangialzellen konnte nahgewiesen werden. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass proinammatorishe Stimuli wie TNFα, IL-1β, IFN-γ
eine Produktion von MCP-1, IL-8, IP-10 und MIP-2 in Mesangialzellen induzieren
[40℄[41℄[42℄. Ebenso führen vasoaktive Substanzen wie Angiotensin II zu einer
vermehrten Expression von IP-10, MIP-1α und MCP-1 [43℄.
Glomeruläre Mesangialzellen exprimieren auh Chemokin-Rezeptoren wie CXCR3,
CCR1 und CCR7, was darauf hinweist, dass intrinsishe renale Zellen auh auf
Chemokine reagieren können, die während der initialen Phase der glomerulären
Shädigung sezerniert werden [44℄. IP-10 induziert Proliferation und Migration,
CXCL9/MIG führt ebenfalls zu einer Proliferation, während RANTES Migration
beeinusst und MIP-2 wiederum die Expression von MCP-1 und RANTES in
Mesangialzellen fördert[45℄[46℄.
Das Kennzeihen vieler Glomerulonephritiden ist die Proliferation der Mesangialzellen
im Mesangium. Eine Reihe von Faktoren regulieren die Mesangialzellreplikation indem
sie Zellproliferation, Überleben/Fortbestand und Apoptose kontrollieren. Es wurde
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beshrieben, dass Wahstumfaktoren wie PDGF, EGF und IGF, proinammatorishe
Zytokine wie TNF-α, IL-1 und IL-6 neben Angiotensin II und anderen die
Zellfunktionen in Mesangialzellen parakrin und autokrin beeinussen und so
zur Proliferation anregen können[47℄[48℄. Eine Hohregulation dieser proliferativen
Faktoren konnte bei vershiedenen entzündlihen Prozessen in der Niere sowie bei
kultivierten Mesangialzellen nahgewiesen werden.
Proinammatorishe Zytokine wie IL-1, TNF-α und IL-6 aktivieren auh
T-Helfer-Zellen. TNF-α wird bei entzündlihen glomerulären Läsionen von
Mesangialzellen wie auh von inltrierenden Makrophagen ausgeshüttet [49℄. IL-6
induziert Zellproliferation und Dierenzierung unter anderem auh in Mesangialzellen
[50℄. Bei Patienten mit mesangioproliferativer Glomerulonephrtitis konnte IL-6
vermehrt nahgewiesen werden [51℄[52℄. Radeke et al. konnten auÿerdem zeigen, dass
Interleukin-6 die Progression hronisher, entzündliher Prozesse im Glomerulus durh
Induktion von ROS (Reative oxygen speies), Proteinasen und Matrixmolekülen
begünstigt [29℄.
Weiterhin konnten F-Rezeptoren für IgG und IgA auf Mesangialzellen nahgewiesen
werden [53℄. Sogenannte F-Rezeptoren können den F-Teil von Immunglobulinen und
damit auh Immunkomplexe erkennen. Experimentelle Studien konnten zeigen, dass
F-Rezeptoren (FR) eine wihtige Rolle bei der Entstehung der Immunkomplex-GN
spielen [54℄. Kultivierte Mesangialzellen können IgA bzw. IgG-Immunkomplexe
niht nur binden, sondern auh aufnehmen. Dies führt zu einer Produktion
vershiedener Moleküle, die shlieÿlih Inammation, Proliferation, Migration
und Matrixproduktion beeinussen können. Immunkomplexe können die Synthese
von proinammatorishen Zytokinen wie TNF-α, IL-1 oder IL-6 bewirken. Die
IgG-Bindung und Aufnahme kann durh Stimulation der Mesangialzellen mit IFN-γ,
Komplement- und Wahstumsfaktoren sowie Angiotensin II hohreguliert werden.
Auh die F-Rezeptor-Expression in Mesangialzellen kann durh Zytokine wie IFN-γ
und IL-10 stimuliert werden [55℄.
Die genannten Mehanismen zeigen somit, dass glomeruläre Mesangialzellen von
zentraler Bedeutung in der Pathogenese der immunvermittelten Glomerulonephritiden
sind.
1.3.3 Modell der nephrotoxishen Serumnephritis
Das Modell der nephrotoxishen Serumnephritis (NSN), einer experimentellen
Antibasalmembran-Glomerulonephritis wurde erstmals von Masugi 1934 [56℄
beshrieben und wird bis heute als experimentelle Methode verwendet, um in vivo
immunvermittelte glomeruläre Erkrankungen zu untersuhen.
Bei diesem Mausmodell wird ein nephrotoxishes Serum, das Antikörper gegen die
glomeruläre Basalmembran enthält, den Versuhstieren appliziert. Dies führt zu
einer histologish wie klinish nahweisbaren shweren Glomerulonephritis in einem
Zeitraum von zwei bis drei Wohen (siehe auh Methodenteil und Abbildung 2.1). In
der akuten Phase der experimentellen Antibasalmembran-Glomerulonephritis kommt
es durh Antikörperablagerung im Glomerulus zu einer Aktivierung von Komplement
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und einer Ansammlung von Entzündungszellen. Die Induktion des NSN-Modells in
Mäusen und Ratten ergab zudem eine verstärkte Expression von Chemokinen im
Zusammenhang mit der Einwanderung von Leukozyten [57℄[41℄. Des Weiteren wurde
eine Akkumulation der extrazellulären Matrix und eine Mesangialzellproliferation
nahgewiesen, die von einer Hohregulation proinammatorisher Zytokine wie IL-1
und TNF-α, von Wahstumsfaktoren und der induzierbaren NO Synthase (iNOS)
begleitet waren [30℄[43℄[58℄.
1.4 Das Immunsystem
Der menshlihe Körper ist zeitlebens der Gefahr ausgesetzt, sowohl von auÿen
durh umgebende Mikroorganismen als auh von innen durh entartete eigene Zellen
in seiner Integrität gestört zu werden. Trotz dieser ständigen Exposition wird ein
gesunder Mensh selten krank. Dies ist auf die Leistung unseres Immunsystems
zurükzuführen, die darin besteht, den Organismus in seiner Unversehrtheit zu
bewahren. Das Immunsystem muss eindringende Pathogene erkennen und eektiv
beseitigen, ohne den eigenen Organismus dabei anzugreifen. Die Untersheidung von
fremd und eigen ist dabei eine wesentlihe Aufgabe der Immunabwehr. Weiterhin
soll ein verbesserter Shutz bei erneutem Kontakt mit demselben infektiösen Agens
gewährleistet werden.
Dazu bedient sih das Immunsystem zweier untershiedlih organisierter, aber
miteinander in Kontakt stehender Eektorsysteme: dem angeborenen und erworbenen
Immunsystem. Das Zusammenspiel beider gewährleistet eine eektive Immunabwehr
des menshlihen Körpers. Viele Infektionen werden erfolgreih von der angeborenen
Immunität abgefangen und verhindern so eine Erkrankung. Solhe Infektionen, die
niht vom angeborenen Immunsystem allein abgewehrt werden können, lösen eine
Immunantwort der erworbenen Abwehr aus und führen in der Regel zu einem
immunologishen Gedähtnis, welhes im Falle einer Reinfektion für eine shnellere
und ezientere Abwehr verantwortlih ist.
1.4.1 Angeborene und erworbene Immunabwehr
Der Hauptuntershied zwishen angeborenem und erworbenem Immunsystem
besteht in den vershiedenen Erkennungsmehanismen und Rezeptoren (siehe
auh Tabelle 1.1). Das angeborene Immunsystem stellt die erste wirksame
Abwehrreaktion gegen eindringende Krankheitserreger dar, indem es eine Infektion
unter Kontrolle bringen und sogar vollständig beseitigen kann, bevor das erworbene
Immunsystem aktiv wird. Zum angeborenen Immunsystem zählen die Epithelien,
die als Barriere für Krankheitserreger dienen, zelluläre Bestandteile, die sowohl
im Blut als auh im Gewebe agieren, und Plasmaproteine. Die Epithelien
bedeken die inneren und äuÿeren Oberähen des Körpers. Durh hemishe,
mehanishe oder mikrobielle Eigenshaften bilden sie eine Shutzbarriere und
stellen damit die erste Abwehrfunktion gegen eindringende Mikroorganismen dar.
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Die zellulären Bestandteile der angeborenen Immunabwehr sind Makrophagen
und neutrophile Granulozyten, die auh als Phagozyten zusammengefasst werden
und für die Aufnahme und Abtötung der Erreger verantwortlih sind. Natürlihe
Killerzellen (NK-Zellen) haben eine wihtige Rolle in der Abwehr von intrazellulären
Erregern wie Viren. Daneben trägt auh das Komplementsystem zur Beseitigung
von Krankheitserregern bei. So sind Komplementfaktoren an einer wirksamen
Phagozytose und Lyse von Mikroorganismen beteiligt, aber spielen auh eine
wihtige Rolle in der Antikörperproduktion nah Aktivierung des erworbenen
Immunsystems. Die Abwehrstrategie des angeborenen Immunsystems untersheidet
sih vom erworbenen Immunsystem in sofern, dass es niht die Erkennung von
jedem möglihen Antigen als Ziel hat, sondern sih auf die Erkennung von wenigen,
im höhsten Maÿe konservierte Strukturen spezialisiert hat, die in einer groÿen
Gruppe von vershiedenen Mikroorganismen vorhanden sind. Diese Strukturen nennt
man Pathogen-assoziierte molekulare Patterns (PAMP) und die entsprehenden
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems Pattern-Reognition-Rezeptoren (PRRs)/
Pathogen-Erkennungsrezeptoren. Rezeptoren des angeborenen Immunsystems sind
in der genomishen DNA kodiert, wodurh die Spezität jeder dieser Rezeptoren
genetish determiniert ist. Vorteil dieser Keimbahn-kodierten Rezeptoren ist, dass sie
durh natürlihe Selektion eine denierte Spezität zur Abwehr von Mikroorganismen
entwikelt haben. Pathogen-Erkennungsrezeptoren können Pathogene unabhängig
ihres Lebenszyklus erkennen, sind auf allen Zellen exprimiert und unabhängig
vom immunologishen Gedähtnis. Die einzelnen Pathogen-Erkennungsrezeptoren
reagieren auf spezishe PAMP, aktivieren eine spezishe Signalweiterleitung und
führen so zu einer Abwehrantwort. Die Basis des angeborenen Immunsystems ist ihre
Konservierung von der Panze über die Fruhtiege bis hin zu den Säugetieren.
Bekannte molekulare Pathogen-assoziierte Patterns sind bakterielle
Lipopolysaharide, Peptidoglykane, bakterielle DNA oder Doppelstrang RNA.
Obwohl sih diese Strukturen hemish sehr voneinander untersheiden, haben
die molekularen Pathogen-assoziierten Strukturen gemeinsame Eigenshaften.
Pathogen-assoziierte Strukturen werden in der Regel von Mikroorganismen produziert
und niht vom Menshen bzw. Wirt. Zum Beispiel kommen Lipopolysaharide
(LPS) nur in Bakterien vor. Die von den Pathogen-Erkennungsrezeptoren erkannten
Strukturen sind zudem meist essentiell für das Überleben der Mikrorganismen,
d.h. sie ändern sih wenig in der Evolution. Weiterhin nden sih molekulare
Pathogen-assoziierte Patterns gleihzeitig bei einer groÿen Anzahl vershiedener
Mikroorganismen. LPS beispielsweise ist ein Hauptbestandteil der äuÿeren Zellwand
der Gruppe der gramnegativen Bakterien. Der LPS-Rezeptor TLR4 kann somit
Infektionen durh gramnegative Bakterien erkennen und die Immunantwort
aktivieren.
Das erworbene Immunsystem ist erst in der späteren Phase der Immunabwehr
an der Elimination von Pathogenen beteiligt. Es zeihnet sih durh seine
Antigen-Spezität aus, die durh klonale Selektion aus einem immensen Angebot
von Lymphozyten mit vershiedenen Antigen-spezishen Rezeptoren gebildet wird.
Diese Antigen-spezishen Rezeptoren werden durh Gen-Rearrangement gebildet,
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so dass jeder Lymphozyt mit einem strukturell einzigartigen Rezeptor ausgestattet
ist. Diese Rezeptoren werden niht vererbt und müssen daher von jedem Individuum
neu gebildet werden. Nah Antigenkontakt kommt es zur Proliferation der einzelnen
Lymphozytenklone und shlieÿlih zur Aktivierung von Antikörper-produzierenden
B-Zellen. Ein Teil der proliferierenden Lymphozyten dierenzieren zu Gedähtniszellen
und bilden so ein immunologishes Gedähtnis aus, um einen verstärkten Shutz
gegen eine erneute Infektion zu gewährleisten.
Tabelle 1.1: Allgemeine Untershiede zwishen angeborenem und erworbenen
Immunsystem, modiziert nah Janeway et al. [59℄.
Angeboren Erworben
Rezeptoren: im Genom kodiert kodiert in Genabshnitten
Rearrangement niht notwendig notwendig
Distribution: niht-klonal klonal
alle Zellen einer Klasse identish vershieden
Erkennung: konservierte molekulare Patterns Struktureinheiten
(z.B. LPS) (Proteine, Peptide, KH)
Fremd-Eigen-
Untersheidung: ausgereift: niht ausgereift:
Selektion während Evolution Selektion in Somazellen
Reaktionszeit: sofort verzögert
Immunanwort: kostimulatorishe Moleküle klonale Expansion
Zytokine: IL-6, IL-1β IL-2
Chemokine: IL-8 Eektor-Zytokine: IL-4,
IFN-γ
1.4.2 Pathogen-Erkennungsrezeptoren und ihre Liganden
Das angeborene Immunsystem bedient sih einer Reihe von
Pathogen-Erkennungsrezeptoren, die auh Pattern-Reognition-Rezeptoren (PRR)
genannt werden und auf der Zelloberähe, in intrazellulären Kompartments
oder im Zytosol exprimiert sind. Die bisher am besten untersuhten
Pathogen-Erkennungsrezeptoren sind die sogenannten Toll-like Rezeptoren
(TLR). TLR ndet man als evolutionär konservierte Rezeptoren vom Wurm
Caenorhabditis elegans bis hin zu den Säugetieren [60℄[61℄[59℄. Das Protein Toll,
Namensgeber der TLR, wurde erstmals 1985 in der Arbeitsgruppe von Christiane
Nüsslein-Volhard als ein Genprodukt, das für Entwiklung der dorso-ventralen
Ahse in Drosophila-Embryos von Bedeutung ist, entdekt [62℄[63℄. Das Toll-Gen
kodiert ein Transmembran-Protein, das Leuinreihe Wiederholungen enthält [64℄.
Nah Endekung des humanen IL-1 Rezeptors (IL-1R) stellte sih heraus, dass
sowohl Toll als auh IL-1R über die gleihe zytoplasmatishe Toll/Interleukin-1
Rezeptor (TIR)-Domäne verfügen [65℄. Auÿerdem konnten beide Rezeptoren
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Transkriptionsfaktoren der NF-κB (nulear fatorκB)-Familie aktivieren, welhe
eine wihtige Rolle bei der Induktion der Immunantwort bei Säugetieren spielt.
Des Weiteren konnte bei der adulten Fliege nahgewiesen werden, dass Toll eine
wesentlihe Bedeutung bei der Abwehr von Pilzinfektionen hat [66℄.
Die Entdekung der Toll-like Rezeptoren (TLR) in Säugern als homologes
Protein des Toll-Rezeptors der Tauiege oenbarte neue Perspektiven für das
Verständnis der Immunreaktion und Infektabwehr. So gelang es erstmals Ruslan
Medzhitov 1997 in der Arbeitsgruppe von Charles A. Janeway Jr. das menshlihe
Homolog des Toll-Rezeptors (hToll, jetzt TLR4) nahzuweisen [67℄. Bis heute
sind 10 Toll-like Rezeptoren beim Menshen (TLR1-10) und 12 in Mäusen
(TLR1-9, TLR11-13) identiziert worden. Toll-like Rezeptoren sind integrale Typ
I-Membran-Glykoproteine, deren extrazelluläre hufeisenförmige Domäne vershiedene
Leuin-reihe Motive enthält [68℄. Die intrazelluläre Domäne ist homolog zu der
des IL-1 Rezeptors und wird daher als Toll/IL-1R (TIR)-Domäne bezeihnet [69℄.
Mikrobielle Pathogene werden von TLR über bestimmte Mustererkennungsmoleküle
erkannt (siehe Tabelle 1.2). Im Zuge der Erforshung der Toll-like Rezeptoren wurde
die Aufmerksamkeit auh vermehrt auf die TLR-unabhängigen Abwehrmehanismen
des angeborenen Immunsystems gelenkt. So wurde durh die Entdekung der NOD
(nukleotide-binding oligomerization domain)-like Rezeptoren (NLR) sowie der RIG
(retinoi-aid-induible protein)-like Rezeptoren (RLR) neue Grundsteine für das
Verständnis der Immunabwehr in den einzelnen Zellkompartments gelegt. Während
die Toll-like Rezeptoren auf der Zellmembran oder endosomalen Membran lokalisiert
sind, benden sih die NLR und RLR im Zytosol der Zelle und können so vershiedene
Pathogen-assoziierte Moleküle untersheiden.
TLR1 TLR1 bildet zusammen mit TLR2 ein Heterodimer, welhes
Triayllipopeptide erkennt. Diese Coexpression von TLR1 und 2 wurde erstmals
von Wyllie et al. [70℄ in HeLa-Zellen beshrieben, welhe erst durh Expression
beider TLR auf löslihe Strukturen von Neisseria meningitides reagierten. Studien
mit Tlr1-Knokout-Mäusen konnten die Erkennung von Triayllipopeptiden und
Lipoproteinen von Mykobakterien sowie von Borrelia Burgdorferi nahweisen [71℄[72℄.
Tlr1-deziente Makrophagen wiesen dagegen eine normale Immunanwort nah
Stimulation mit Diayllipoproteinen auf, so dass TLR1 eine wesentlihe Rolle bei der
Untersheidung von Diayl- und Triayllipoproteine spielt. Diayllipoproteine werden
von dem strukturell ähnlihen Heterodimer TLR2 und 6 erkannt (siehe unten).
TLR2 TLR2 kann vershiedene Pathogene erkennen: Lipoproteine von
gram-negativen Bakterien, Myoplasmen, Treponema pallidum und Borrelia
Burgdorferi, Peptidoglykane wie Lipoteihonsäure von gram-positiven Bakterien,
Lipoarabinmannan von Mykobakterien, Glyosylphosphatidylinositol von
Trypanosoma ruzi [73℄, Phenol-löslihes Modulin von Staphyloous epidermis
[74℄, Zymosan von Pilzen, Glykolipide von Treponema maltophilum [75℄[76℄. Diese
groÿe Breite und Vielfalt der Pathogen-Erkennung wird derzeit durh die Möglihkeit
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von TLR2 erklärt, Herterodimere mit TLR1 oder TLR6 zu bilden. So werden
Diayllipoproteine aus Mykoplasmen, Lipoteihonsäure (LTA) aus Streptokokken der
Gruppe B und Zymosan von dem Heterodimer TLR2/6 erkannt [77℄, während das
TLR1/2-Heterodimer auf Triayllipoproteine aus Mykobakterien reagiert [78℄.
TLR3 Lena Alexopoulou konnte 2001 in der Arbeitsgruppe von Rihard Flavell
nahweisen, dass Doppelstrang-RNA (dsRNA) Ligand von Toll-like Rezeptor 3 ist
[79℄. DsRNA wird während der Replikation und Vermehrung von Viren gebildet und
spielt so eine wihtige Rolle bei der Erkennung von Virusinfektionen. So ergaben
Studien mit Tlr3-Knokout-Mäusen, dass diese gegenüber Infektionen mit West Nile
Virus, LCMV (lymphoyti horiomeningitis virus), VSV (vesiular stomatitis virus),
MCMV (murine ytomegalie virus) und Reovirus im Vergleih zur Wildtyp-Kontrolle
empndliher reagieren [80℄[81℄. Ein synthetishes Analogon für dsRNA stellt die
Polyriboinosin-Polyriboytidyl-Säure, verkürzt poly(I:C) dar, das wie virale dsRNA
TLR3 aktiviert und zu einer Induktion von Typ I-Interferonen führt. Trotz der bisher
publizierten Daten zu TLR3 bleibt unklar welhe Rolle TLR3 bei der Erkennung
und Abwehr von Viren spielt. So gibt es auh Rezeptoren, welhe im Zytosol
lokalisiert sind und TLR-unabhängig dsRNA und damit Viren erkennen können (siehe
RNA-Helikasen).
TLR4 Durh Versuhe mit Tlr4-Knokout-Mäusen konnte gezeigt werden, dass
TLR4 eine essentielle Rolle für die Signalweiterleitung von Lipopolysahariden (LPS),
welhe in den Zellwänden von gramnegativen Bakterien vorkommen, spielt [82℄. Für
die Erkennung von LPS sind noh das LPS-binding Protein (LBP), CD14 und MD-2
notwendig [83℄. So bindet LPS zuerst an das LPS-binding Protein, welhes wiederum
mit CD14, einem GPI-Anker-Molekül assoziiert ist. LPS ist ein äuÿerst potentes
Immunstimulanz, welhes bei entsprehender Exposition bis zum Shok führen kann.
Weitere Liganden von TLR4 sind Taxol, das aus der Eibenrinde gewonnen und klinish
gegen Tumoren eingesetzt wird [84℄, das Fusionsprotein des Respiratory Synytial
Virus (RSV) [85℄ und das Envelope-Glykoprotein des Mouse Mammary tumor Virus
(MMTV) [86℄. Mehrere sogenannte endogene Liganden wie Heat-Shok - Proteine
wurden ebenfalls als Liganden von TLR4 beshrieben (siehe unten).
TLR5 TLR5 erkennt Flagellin, ein monomerer Bestandteil von Flagellen auf
Bakterien [87℄. Zudem konnte gezeigt werden, dass Flagellin Lungenepithelzellen
aktiviert [88℄ und so die These untersützt, dass TLR5 eine bedeutende Rolle bei der
Immunabwehr in Muosazellen spielt. Im Darm ist TLR5 vor allem auf intestinalen
CD11-positiven Lamina propria-Zellen exprimiert. Diese Zellen erkennen pathogene
Bakterien, die niht der normalen Darmora entsprehen. In Tlr5-Knokout-Mäusen
konnte der verminderte Transport von Salmonella typhimurium vom Intestinum
zu mesenterishen Lymphknoten nahgewiesen werden [89℄. Zudem sheint TLR5
auh bei der Immunabwehr im Harntrakt eine wesentlihe Bedeutung zu haben,
da Tlr5-deziente Mäuse im Vergleih zu Wildtyp-Tieren anfälliger gegenüber
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Abbildung 1.10: Struktur der Toll-like Rezeptoren 2, 3 und 4 und ihre Interaktion mit
Liganden: Pam3CSK4 ist ein synthetishes tripalmityliertes Lipopeptid, das das azetylierte
Aminoterminus bakterieller Lipopeptide imitiert. Es bindet an das Heterodimer TLR2/1.
Virale Doppelstrang-RNA (dsRNA) bindet an TLR3 und Lipopolysaharide gramnegativer
Bakterien binden an TLR4 und MD2 [68℄.
20
1.4 Das Immunsystem
transurethralen Esherihia oli-Infektionen sind [90℄.
TLR6 Wie TLR1 bildet auh TLR6 ein Heterodimer mit TLR2, so dass TLR6 für die
Erkennung und Untersheidung von TLR2-Liganden von Bedeutung ist [91℄. So zeigten
Tlr6-Knokout-Mäuse keine Immunantwort nah Gabe von Diayllipoproteinen aus
Mykoplasmen, während durh Gabe von Triayllipoproteinen aus gramnegativen
Bakterien eine dem Wildtyp entsprehende Immunantwort ausgelöst wurde [77℄.
TLR7 Imidazoquinoline wie Imiqumod und R-848 sind low-moleular-weight
Moleküle, welhe eine Immunantwort durh IFN-α-Synthese und Ausshüttung
anderer Zytokine in vershiedenen Zellenarten hervorrufen können. Hemmi et
al. konnten 2001 nahweisen, dass Imidazoquinoline Liganden für TLR7 sind,
da weder Tlr7- noh Myd88-Knokout-Mäuse eine Immunantwort nah Gabe
von Imidazoquinolinen zeigten [92℄. Anshlieÿende Studien ergaben, dass TLR7
Einzelstrang-RNA (ssRNA) erkennt, welhe aus vershiedenen Viren wie HIV (human
immunodeieny virus), VSV (vesiular stomatitis virus) und Inuenza-Virus
stammt [93℄[94℄[95℄. SsRNA kann auh vom Menshen selbst gebildet werden. Die
Untersheidung zwishen viraler und eigener ssRNA wird durh die Lokalisation von
TLR7 erklärt. So liegen TLR7 wie auh TLR9 in der endosomalen Membran, wo eigene
ssRNA unter normalen Bedingungen niht hingelangt.
TLR9 TLR9 erkennt wie TLR3 und TLR7 Nukleinsäuren. Während TLR3 und 7
durh RNA aktiviert wird, kann TLR9 DNA aus Viren und Bakterien detektieren
und eine Signalkaskade zur Abwehr initiieren. Für die Erkennung der DNA sind
sogenannte CpG-Motive von Bedeutung [96℄. Zwei vershiedene Motive wurden bis
heute als Liganden für TLR9 identiziert: CpG-A und CpG-B. Das zuerst endekte
konventionelle CpG-B-Motiv ist ein potentes Immunstimulanz für die Induktion von
IL-12 und TNF-α, während CpG-A eine vermehrte IFN-α-Freisetzung und weniger
eine IL-12-Ausshüttung von pDCs (plasmaytoid dendriti ells) zur Folge hat [97℄.
TLR9 ist wie TLR7 im endosomalen Kompartment der Zelle lokalisiert.
TLR11 Der murine Toll-like Rezeptor 11 ist im Blasenepithel exprimiert und
reguliert die Immunabwehr gegen pathogene Bakterien im Harntrakt [98℄. Des weiteren
konnte Prolin, das aus Toxoplasma gondii gewonnen wurde, als Ligand für TLR11
identiziert werden [99℄.
RNA-Helikasen Kato et al. konnte 2005 zeigen, dass Viren auh TLR-unabhängig
das Immunsystem aktivieren kann. So werden die RNA-Heliasen RIG-I und MDA-5
durh virale RNA aktiviert, das über eine Signalkaskade eine NF-κB-Aktivierung
zur Folge hat. Während TLR virale RNA im endosomalen Kompartment der
Zelle erkennen, sind die Helikasen im Zytosol lokalisiert und detektieren dort
eine Virus-Infektion [112℄. Studien mit RIG-I-Knokout-Mäusen zeigten eine
verminderte Interferon-Antwort nah Infektion mit Newastle Disease Virus, Vesiular
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Tabelle 1.2: Pathogen-Erkennungsrezeptoren (PRR) und ihre Liganden:
Pathogen-Erkennungsrezeptoren erkennen spezishe Pathogen-assoziierte molekulare
Strukturen (PAMP).
PRR Ligand/PAMP Herkunft Referenz
TLR1 Triayl Lipopeptide (Myko)Bakterien [71℄




Phenol-löslihes Modulin, Staphyloous epidermis
Zymosan, Saharomyes [91℄
Glyolipide Treponema maltophilum
TLR3 dsRNA Viren [79℄
TLR4 LPS gram-neg. Bakterien [82℄
Taxol Eibenrinde [84℄
RSV Fusionsprotein RSV [85℄
MMTV envelope protein [86℄
TLR5 Flagellin Bakterien [87℄
TLR6 Diayllipopeptide Mykoplasmen [77℄
TLR7,8 ssRNA, Viren [92℄
Imidazoquinoline Viren
TLR9 CpG DNA [96℄
TLR11 Prolin [99℄
RIG-I 3P-RNA Viren [103℄
MDA-5 dsRNA Viren [104℄
NOD1,2 Peptidoglykane Bakterien [105℄[106℄
IPAF,NAIP5 Flagellin Bakterien [107℄[108℄
NALP3 RNA, Bakterien [109℄
ATP, [110℄
Harnsäurekristalle [111℄
TLR8 ist nur beim Menshen kodiert. Liganden für TLR10, 12 und 13 sind bislang noh
niht identiziert worden. Bisher bekannte RIG-like Rezeptoren sind RIG-I und MDA-5. Die
wihtigsten NOD-like Rezeptoren sind NOD1 und 2, IPAF, NAIP5 und NALP3.
Stomatitis Virus, Inuenza-Virus, Sendai-Virus sowie dem japanishen Enzephalitis
Virus. MDA-5-Knokout-Mäuse wiesen eine verminderte Immunantwort gegen
Piorna-Viren wie dem Enzephalomyokarditis-Virus, Theiler's Virus und Mengo-Virus
auf [113℄. Hornung und Pilhelmair konnten shlieÿlih 2006 5'-Triphosphat-RNA als
spezishen Liganden für RIG-I identizieren [103℄[114℄. Für MDA-5 konnte bisher
nur die synthetishe dsRNA Poly(I:C) als Ligand nahgewiesen werden [113℄.
NOD-like Rezeptoren NOD-like Rezeptoren (NLR) sind wie die RNA-Heliasen
im Zytosol lokalisiert. Bislang sind 20 Rezeptoren dieser Familie bekannt, von denen
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die bekanntesten NOD1, NOD2, IPAF, NAIP5 und NALP3 sind. NOD1 und NOD2
erkennen wie TLR2 Peptidoglykane [105℄[106℄, während IPAF und NAIP5 durh
Flagellin aus Salmonella typhimurium (IPAF) und Legionella pneumophila (NAIP5)
aktiviert werden [108℄[107℄. Nalp3 ist essentiell für die Erkennung bakterieller RNA
[109℄, ATP [110℄ und von Harnsäurekristallen [111℄.
1.4.3 Signaltransduktion der Pathogen-Erkennungsrezeptoren
TLR-abhängige Signaltransduktion Mit Ausnahme von TLR3 bedienen
sih alle Toll-like Rezeptoren des Myeloid Dierentiation Faktors 88 (MyD88)
als Adaptermolekül zur Signalweiterleitung. So führt eine Aktivierung der
Toll-like Rezeptoren über MyD88, IRAK-4 (IL-1R-assoziierte Kinase 4),
IRAK-1 (IL-1R-assoziierte Kinase 1), TRAF6 (TNFR-assoziierten Faktor 6)
zu einer Aktivierung des IKK-Komplexes (inhibitor of kappa B kinase) mit
subsequenter Degradation von Iκ-B. Dies hat shlieÿlih eine Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-κB in den Zellkern und die Produktion inammatorisher
Zytokine zur Folge. Darüber hinaus sheint das Adapterprotein TIRAP (TIR-domain
adaptor protein) zusammen mit MyD88 eine wesentlihe Bedeutung in der
Signalweiterleitung von TLR2 und 4 zu haben [115℄. Einzigartig in pDCs führt
die Aktivierung von TLR7 und 9 über eine Interaktion mit IRF7 zu einer Induktion
von IFN-α/β [116℄. Kawai et al. konnte shon 1999 zeigen, dass es noh einen
MyD88-unabhängigen Transduktionsweg gibt. So führte eine Stimulation von TLR4
in MyD88-dezienten Makrophagen immer noh zu einer, wenn auh verspäteten
Aktivierung von NF-κB [117℄. Etwas später konnte shlieÿlih das Adapterprotein
TRIF (TIR domain-ontaining adaptor induing IFN-β) identiziert werden [118℄.
TRIF leitet die Aktivierung von TLR3 und 4 weiter und führt über zwei vershiedene
Signalwege zu einer Translokation der Transkriptionsfaktoren NF-κB- und IRF3. Die
Aktivierung von IRF3 hat die Induktion von IFN-β zur Folge. TRIF ist somit einziges
Adaptermolekül für Toll-like Rezeptor 3, während sih TLR4 beider Adapterproteine
bedient (siehe Abbildung 1.11).
TLR-unabhängige Signaltransduktion Nah Aktivierung der RNA-Helikasen
werden die Signale über IPS-1 (in der Literatur auh als Cardif, MAVS und VISA
beshrieben) weitergeleitet [120℄. IPS-1 ist durh seine spezielle Struktur in der
Mitohondrien-Membran verankert und führt über zwei vershiedene Signalwege zu
einer Translokation von NF-κB und Transkription von inammatorishen Zytokinen
und über die Aktivierung von IRF3 und 7 zu einer IFN-α/β-Ausshüttung (siehe
Abbildung 1.12).
Auh die NOD-like Rezeptoren haben untershiedlihe Signalwege. So führt die
Stimulation von NOD 1 und 2 zu einer Translokation von NF-κB, während die
Aktivierung von NAIP5, IPAF und NALP3 eine Induktion der Zytokine IL-1β und
IL-18 zur Folge hat [106℄[111℄.
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Abbildung 1.11: Signaltransduktion der Toll-like-Rezeptoren: Die Singalweiterleitung
erfolgt über die zwei Adapterproteine MyD88 und TRIF. MyD88 vermittelt die Translokation
von NF-κB durh Aktivierung aller TLR mit Ausnahme von TLR3. TLR3 und 4 führen über
TRIF zu einer Translokation von NF-κB und IRF3. Einzig in pDCs führt die Stimulation
von TLR7 und 9 zu einer Aktivierung von IRF7 (interferon regulatory fator 7) und damit
zur Produktion von IFN-α/β [119℄.
1.4.4 Endogene Liganden
Wie beshrieben sind Toll-like Rezeptoren essentiell für die Erkennung von Pathogen-
assoziierten molekularen Patterns (PAMP) und die darauf erfolgende Aktivierung
des (erworbenen) Immunsystems. Eine weitere wihtige Rolle sheinen die TLR bei
der Erkennung von sogenannten endogenen Liganden zu spielen. Diese endogenen
Liganden stammen vom Wirt selbst, es handelt sih also um eine sterile Infektion.
Die bisher in der Literatur beshriebenen endogenen Liganden stammen meist aus
toten bzw. sterbenden Zellen und entzündetem Gewebe. Daher werden diese Liganden
auh als Danger/Damage-assoiated Moleular Patterns (DAMP) bezeihnet. Polly
Matzinger postulierte shon 1994, dass das Immunsystem neben Infektionen auh
auf niht-physiologishen Zelltod, Gewebeshaden oder Stress reagiert und stellte
damit die so genannte Danger Hypothese auf (siehe Abbildung 1.13)[122℄[121℄.
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Abbildung 1.12: Signaltransduktion der RNA-Helikasen: Bei einer Virus-Infektion treten
während der viralen Replikation Doppelstrang-Ribonukleinsäuren auf. Diese können von
den RNA-Helikasen RIG-I und MDA-5 erkannt werden und lösen über IPS-1, das in der
Mitohondrien-Membran verankert ist, eine Signalkaskade aus, die letzlih zu einer Induktion
von IFN-α/β und anderen Zytokinen führt [119℄.
Demnah ist ein abnormer Zelltod, der entweder durh eine Infektion oder durh
andere pathologishe Prozesse wie Tumorwahstum ausgelöst werden kann, eine
potentielle Bedrohung für den Organismus. Spätere Studien konnten diese These
shlieÿlih unterstützen. So konnte Gallui in der Arbeitsgruppe von Matzinger eine
Aktivierung von Dendritishen Zellen nah Stimulation mit nekrotishem Zellmaterial
nahweisen [123℄. Ebenso zeigte Shi et al., dass Zellshaden oder -tod eine Stimulation
von zytotoxishen T-Lymphozyten bewirkt und damit ein potentes Adjuvans des
Immunsystems darzustellen sheint [124℄. Das Immunsystem kann somit sowohl durh
infektiöse wie auh durh niht-infektiöse Stimuli aktiviert werden: einerseits durh
die shon beshriebenen PAMP aus Mikroorganismen und andererseits durh DAMP
aus geshädigten Zellen oder Gewebe. In der Tabelle 1.3 sind die in dieser Arbeit
relevanten Danger-assoiated Moleular Patterns aufgeführt.
Die meisten endogenen Liganden wurden bisher für TLR2 und 4 beshrieben.
Hyaluronsäure und Heparansulfat sind degradierte Moleküle aus der extrazellulären
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Abbildung 1.13: Das Danger-Modell als Alternative zum Stranger-Modell: Danger
Assoiated Moleular Patterns (DAMP) aus totem Zellmaterial können dendritishe Zellen
stimulieren, so dass diese in Lymphknoten wandern, ihre Antigene präsentieren und
shlieÿlih das erworbene Immunsystem aktivieren [121℄.
Matrix und können bei allgemeinen Entzündungen oder Arthritis auftreten.
Das High-mobility Group Box 1-Protein (HMGB1) wird von nekrotishen Zellen
ausgeshüttet und aktiviert neben TLR2 und 4 auh den Rezeptor RAGE (reeptor
for advaned glyation end-produts). Ebenso werden die Moleküle Fibronektin,
Fibrinogen und Heat Shok Proteine (HSP) aus toten oder sterbenden Zellen
freigesetzt. Einige dieser Moleküle treten vermehrt in Gelenken von Patienten mit
rheumatoider Arthritis auf, was auf eine Beteiligung endogener Liganden bei der
Entstehung dieser Krankheit hindeutet. Karikó et al. konnten RNA aus nekrotishen
Zellen sowie mRNA als endogene Liganden für TLR3 nahweisen [125℄. Ebenso
konnten Brentano et al. eine TLR3-abhängige Induktion von Zytokinen durh RNA aus
nekrotishem Zellmaterial zeigen. So führte die Koinkubation von RASFs (rheumatoid
arthritis synovial broblast) mit nekrotishen Synoviazellen von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis zu einer Ausshüttung von IL-6 und IFN-β, welhe durh
zusätzlihe Gabe von Benzonase (degradiert Nukleinsäuren) oder Hydroxyhloroquin
(verhindert die Bildung von Endosomen) verringert war [126℄. TLR7 und 9 erkennen
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niht nur virale oder bakterielle Nukleinsäuren, sie können auh eigene DNA oder
RNA detektieren und so eine Immunantwort auslösen. Dies hat bei der Entwiklung
und Manifestation von Autoimmunerkrankungen wie dem Systemishen Lupus
Erythematodes (SLE) eine zentrale Bedeutung. Versuhe mit Knokout-Mäusen in
einem SLE-Modell zeigten, dass TLR7-Dezienz eher zu einer Verbesserung von SLE,
während ein Gen-Knokout von TLR9 zu einer Vershlehterung führte [127℄.
Tabelle 1.3: Exemplarishe Übersiht der endogenen Liganden bzw. sogenannter
Damage/Danger Assoiated Moleular Patterns (DAMP)
TLR Ligand/DAMP Herkunft Referenz
TLR2 Nekrotishe Zellen [128℄[129℄
TLR2/4 renale Ishemie/Reperfusion [130℄[131℄
HSP60/70 Zellshaden [132℄
HMGB1 Nekrotishe Zellen [133℄
Hyaluronsäure Zell-/Gewebeshaden [134℄[135℄
TLR4 Fibronektin Zell-/Gewebeshaden [136℄
Heparansulfat Zell-/Gewebeshaden [137℄
Fibrinogen Zell-/Gewebeshaden [138℄
TLR3 dsRNA Nekrotishe Zellen [125℄[126℄
TLR7 ssRNA/Immunkomplexe apoptotishe/nekrotishe Zellen [139℄[140℄[141℄
TLR9 DNA/Immunkomplexe apoptotishe/nekrotishe Zellen [142℄[143℄
1.4.5 Toll-like Rezeptoren und Nierenerkrankungen
Es ist bekannt, dass Infektionen und Störungen des Immunsystems bei einer
Reihe von Nierenerkrankungen eine wesentlihe Rolle spielen. Mit der Endekung
der Toll-like Rezeptoren und ihrer Liganden ergaben sih neue Konzepte zur
Interpretation und Analyse sowohl immunologish als auh niht-immunologish
bedingter Nierenerkrankungen. Trotz vermehrter Erforshung des angeborenen
Immunsystems im Bereih der Nephrologie sind viele Fragen zu den molekularen
Mehanismen der Pathogenerkennung in der Niere und der immunvermittelten
Shädigung der Niere noh unbeantwortet. Des Weiteren ist das Zusammenspiel von
Immun- und niht-Immunzellen in der Niere und deren Rolle bei Nierenerkrankungen
von groÿem Interesse. Die bisherigen Daten in der Literatur unterstützen gleihzeitig
den hohen Stellenwert des angeborenen Immunsystems bei Nierenerkrankungen.
Im Rahmen bakterieller Infektionen können Zellwandbestandteile der Bakterien in den
Blutkreislauf freigesetzt werden. Lipopolysaharide der bakteriellen Zellwand können
über die Aktivierung von Toll-like Rezeptor 4 und MyD88 zu einer systemishen
Ausshüttung von Zytokinen führen, die wiederum ein akutes Nierenversagen und
sogar einen septishen Shok auslösen können [144℄.
Des Weiteren kann ein akutes Nierenversagen durh Ishämie oder nephrotoxishe
Substanzen ausgelöst werden. Dies führt in der Regel zu einer Shädigung
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der Tubuluszellen. Nekrotishe Tubuluszellen können dann potentielle endogene
TLR-Liganden freisetzen und so das angeborene Immunsystem in der Niere aktivieren.
Vor allem TLR2 und TLR4 sheinen eine wesentlihe Rolle bei oxidativen Stress
zu spielen [145℄. Man geht davon aus, dass hier endogene Liganden im Sinne einer
sterilen Entzündung während der Ishämie gebildet bzw. freigesetzt werden und
durh Aktivierung der Toll-like Rezeptoren zu einer Nierenshädigung beitragen [130℄.
Weiterhin führt die systemishe Gabe von TLR2-Liganden im Modell der
nephrotoxishen Serumnephritis zu einer Aggravation der Glomerulonephritis und
einer verstärkten Produktion von Antikörpern und spezishen T-zellen gegen
glomeruläre Antigene [146℄.
Bei Harnwegsinfektionen sheint die Erkennung von E.oli über TLR4 von Bedeutung
zu sein. So konnte gezeigt werden, dass in TLR4-dezienten renalen Zellen die Abwehr
gegen uropathogene E.oli-Bakterien beeinträhtigt ist [147℄.
Bakterien und Viren können DNA-Moleküle freisetzen. Extrazelluläre DNA-Partikel
werden meist durh DNasen abbgebaut. Intrazellulär gibt es mehrere Rezeptoren,
die DNA erkennen. Diese Rezeptoren benden sih entweder im Zytosol oder wie
TLR9 im Endosom. Systemishe Virusinfektionen können mit einer Nierenbeteiligung
einhergehen. Häuge DNA-Viren, die mit einer Nierenshädigung assoziiert sind,
sind beispielsweise Herpes-Viren, Ebstein-Barr-Virus, Adenoviren oder Polyomaviren.
Experimentell führte die systemishe Gabe von CpG-DNA (TLR9-Ligand) zu einem
deutlih früheren Ausbruh der Lupusnephritis im Mausmodell der Lupusnephritis
mit MRLlpr/lpr-Mäusen sowie zu einer Aggravation einer shon bestehenden
Glomerulonephritis [148℄.
Bei der transplantierten Niere können Infektionen mit CMV oder Polyomavirus
vom BK-Typ eine Transplantatdysfunktion oder Abstoÿungsreaktion hervorrufen.
Bisher konnte TLR9 auf dendritishen Zellen als ein Rezeptor für CMV identiziert
werden [149℄. Die Relevanz von TLR9 in renalen dendritishen Zellen bei der
Abwehr von Viren ist bislang allerdings noh ungeklärt. Erwähnenswert ist, dass auf
intrinsishen renalen Zellen wie Mesangial- oder Tubuluszellen die Toll-like Rezeptoren
7 und 9 im Gegensatz zu Immunzellen niht exprimiert werden. Dies muss bei
der Interpretation von in vivo-Experimenten mit entsprehenden Knokout-Mäusen
berüksihtigt werden.
Neben DNA können auh RNA-Moleküle von Viren insbesondere bei deren Replikation
freigesetzt werden. Ein für die Niere relevantes RNA-Virus ist das Hepatitis
C-Virus, das sih im Mesangium der Glomeruli anreihert und oft mit einer
Glomerulonephritis assoziiert ist. Wörnle et al. konnten zeigen, dass TLR3-mRNA
bei einer Hepatitis C-assoziierten Glomerulonephritis hohreguliert wird. Weiterhin
konnte eine vermehrte Expression von TLR3 auf glomerulären Mesangialzellen nah
Stimulation mit den proinammatorishen Zytokinen INF-γ und TNF-α nahgewiesen
werden. Die systemishe Gabe des synthetishen TLR3-Liganden Poly(I:C) führte zu
einer Anreiherung der dsRNA in den Endosomen der Mesangialzellen sowie zu einer
vermehrten Expression von IL-1, IL-6, IL-8 und MCP-1. Diese Daten lassen somit eine
TLR3-vermittelte Aktivierung lokaler und systemisher Immunmehanismen durh
Mesangialzellen bei der Hepatitis-C-assoziierten Glomerulonephritis vermuten [150℄.
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Diese Daten bilden derzeit die Grundlage für neue Konzepte in der nephrologishen
Forshung. Wir wissen, dass die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems durh
entsprehende Liganden-Interaktion Immunzellen aktivieren. Eine solhe extrarenale
Aktivierung des Immunsystems z.B. durh Infektionen kann eine Shädigung der
Niere durh Zytokinfreisetzung oder Bildung von zirkulierenden Immunkomplexen
verursahen. Bakterien oder Viren, die die Niere erreihen, aktivieren dabei sowohl
intrarenale Immunzellen als auh intrinsishe niht-Immunzellen der Niere.
1.5 Fragestellung
Die Spezität der wenigen Rezeptoren des angeborenen Immunsystems für
universelle Pathogen-assoziierte Moleküle ist niht absolut. Es ist bekannt, dass
Pattern-Reognition-Rezeptoren auh durh Selbst-Moleküle aktiviert werden
und entsprehend eine Abwehrsignalkaskade in Gang setzen. Die Rolle und
Bedeutung dieser Rezeptoren bei der Aktivierung dieser niht-infektiösen, sterilen
Entzündungsmehanismen, insbesondere bei der Pathogenese der Glomerulonephritis
sind Gegenstand vorliegender Arbeit.
Zu Beginn dieser Arbeit 2005 wurde insbesondere die Ligand-Rezeptor-Interaktion
von Toll-like Rezeptor 3 kontrovers diskutiert. Die intrazelluläre Helikase MDA-5 war
als weiterer Rezeptor für dsRNA und damit auh für Poly(I:C) noh unbekannt.
Die Daten von Karikó et al. zeigten, dass endogene mRNA sowie RNA aus nekrotishen
Zellen zu einer TLR3-vermittelten Immunaktivierung führen [125℄. Ebenso konnten
Brentano et al. eine TLR3-abhängige Induktion von Zytokinen durh RNA aus
nekrotishem Zellmaterial von Patienten mit Rheumatoider Arthritis nahweisen.
Gleihzeitig lieÿen die Daten von Wörnle et al. einen hohen Stellenwert von Toll-like
Rezeptor 3 bei der Aktivierung lokaler und sytemisher Immunmehanismen durh
Mesangialzellen vermuten [150℄.
Eine genaue Analyse von möglihen endogenen Liganden, insbesondere von möglihen
endogenen RNA-Molekülen und ihrer Interaktion mit Toll-like Rezeptoren auf
Mesangialzellen sollte daher die Mehanismen der sterilen Entzündung in der Niere
identizieren. In vivo sollte die funktionelle Relevanz von Toll-like Rezeptoren im
Modell der nephrotoxishen Serumnephritis (Antibasalmembran-Glomerulonephritis)
überprüft werden.
Gegenstand dieser Arbeit war somit zunähst, primäre glomeruläre Mesangialzellen
aus TLR-dezienten Mäusen zu gewinnen, um Toll-like Rezeptor-abhängige Eekte
im Vergleih zu Wildtyp-Zellen zu untersuhen. Dabei sollten folgende Fragestellungen
beantwortet werden:
1. Können in glomerulären Mesangialzellen durh Toll-like Rezeptor-Liganden




2. Gibt es eine Toll-like Rezeptor-abhängige Aktivierung von Mesangialzellen durh
endogene Liganden?
3. Wenn ja, spielen diese endogenen TLR-Liganden eine Rolle bei der Pathogenese
der Glomerulonephritis in vivo?
Zur Beantwortung der letzten Frage wurde das Modell der nephrotoxishen
Serumnephritis in TLR-dezienten Mäusen herangezogen. Um alle Toll-like
Rezeptoren gleihzeitig untersuhen zu können, bedienten wir uns Trif- und
Myd88-Knokout Mäusen. TRIF und MyD88 sind die Signaladapterproteine aller
bisher gefundenen Toll-like Rezeptoren.
Wir gingen davon aus, dass die Unterbrehung der Signalweiterleitung
TLR-vermittelter Aktivierung einen verzögerten Krankheitsverlauf der
Glomerulonephritis zur Folge habe. Möglihe endogene Liganden - beispielsweise
aus nekrotishem Zellmaterial- , die TLR-vermittelt zu einer Vershlehterung der
Glomerulonephritis beitragen, hätten durh die Depletion der TLR-Adaptermoleküle
nur eine abgeshwähte oder sogar keine Wirkung. Dies könnte letztendlih zu einer
Verbesserung des Krankheitsbildes beitragen.
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FACSCalibur Beton Dikinson, San Jose, USA
ELISA-Reader
Tean, GENios Plus Tean, Crailsheim, D
ELISA-Washer
Miroplate-Washer Elx50 Biotek, Bad Friedrihshall, D
Fluoreszenz-Mikroskop
Leia DC 300F Leia Myrosystems, Cambridge, UK
Olympus BX50 Olympus Mikroskope, Hamburg, D
Spektrophotometer
Bekman DU 530 Bekman Coulter, Fullerton, CA, USA
TaqMan Sequene Detetion System
ABI Prism 7700 Sequene Detetor PE Biosystems, Weiterstadt, D
Zellinkubator
Typ B5060 EC-CO2 Heraeus Sepateh, Münhen, D
Zentrifugen
Heraeus, Minifuge T VWR International, Darmstadt, D
Heraeus, Biofuge primo Kendro Laborprodukte GmbH, Hanau, D
Heraeus, Sepateh Biofuge A Heraeus Sepateh, Münhen, D
sonstige Geräte
Kryostat RM2155 Leia Mirosystems, Bernsheim, D
Homogenisator ULTRA-TURRAX T25 IKA GmbH, Staufen, D
MidiMACS Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, D
pH-Meter WTW WTW GmbH, Weilheim, D
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, D
Vortex Genie 2 Bender&Hobein AG, Zürih, Shweiz
Waage BP 110 S Sartorius, Göttingen, D
Waage Mettler PJ 3000 Mettler-Toledo, Greifensee, Shweiz
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2.1.2 Chemikalien, Puer und Lösungen
Chemikalien
Äther Merk, Darmstadt, D
Albustix Teststreifen Bayer, D
Bovines Serum Albumin (BSA) Rohe, Mannheim, D
4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) Vetor lab., Burlingame, USA
DEPC Fluka, Buhs, Shweiz
DNase Typ III Sigma, Deisenhofen, D
DMSO Merk, Darmstadt, D
EDTA Calbiohem, SanDiego, USA
Einbettmedium Jung, Leia Mirosystems, Nussloh, D
Eosin Sigma, Deisenhofen, D
Ethanol Merk, Darmstadt, D
FACSFlow Beton Dikinson, Heidelberg, D
Formalin Merk, Darmstadt, D
HCl (5N) Merk, Darmstadt, D
Kollagenase Typ I Sigma, Deisenhofen, D
β-Merkaptoethanol Roth, Karlsruhe, D
Trypan Blau Sigma, Deisenhofen, D
Puer
FACS Lysing Solution BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
MACS-Puer: Tris-Ammoniumhlorid (TAC)-Puer:
2mM EDTA 50ml Tris-Puer
0,5% BSA 450ml 0,83% Ammoniumhlorid
pH 7,2 pH 7.2
FACS-Puer: Paris-Puer:
PBS 20 mM Tris-HCl
0,1% Na Azid 125 mM NaCl




10x HBSS ohne Ca, Mg: 10x HBSS mit Ca, Mg:
für 1l: für 1l zu HBSS(10x) ohne Ca, Mg:
4g KCl 3,5g NaHCO3
0,6g KH2PO4 1,4g CaCl2
80g NaCl 1g MgCl2x6H2O






0,1mg/ml Rabbit IgG gelöst in Complete Freund`s Adjuvans
Kollagenase-Lösung/DNAse-Lösung:
1mg/ml Kollagenase, 0,1 mg/ml DNase in 1x HBSS ohne Ca,Mg
Nephrotoxishes Serum:
Hitzeinaktiviert und sterilltriert, eigene Herstellung durh V. Vielhauer
2.1.3 Materialien für die Zellkultur
DMEM-Medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, UK
RPMI-1640-Medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, UK
Opti-MEM-Medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, UK
Fötales Kälberserum (FCS) Biohrom KG, Berlin, D
ITS, Insulin, Transferrin, Selenium Rohe, Mannheim, D
Dulbeo's PBS (1x) PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D
EDTA PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D
Peniillin/Streptomyin (100x) PAA Laboratories GmbH, Cölbe, D
Zellkulturshalen
Preseperation Filter Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, D
LS-Säulen Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, D
Stahlsiebe
Cell Strainer 70 µm Nylon BD Biosienes, Erembodegem, Belgien
Kollagenase Typ IV Worthington, Lakewood, NY
2.1.4 TLR-Liganden, Zytokine und Stimulanzien
Poly(I:C), dsRNA Invivogen, Toulouse, FR
Pam3CysSK4 Invivogen, Toulouse, FR
Ultrapure lipopolysaharide(LPS) Invivogen, Toulouse, FR
Imiquimod Sequoia Researh Produts Ltd, Oxford, UK
CpG-ODN 1668 TIB Molbiol, Berlin, D
IFN-γ PeproTeh, Roky Hill, NJ
TNF-α PeproTeh, Roky Hill, NJ
Polymyxin B Invivogen, Toulouse, FR
Dexamethasone Ratiopharm, D
Lipofetamin 2000 Reagent Invitrogen, Paisley, UK
Complete Freund's Adjuvans Sigma Aldrih, Steinheim, D
Rabbit IgG Chrome Pure Jakson Immunoresearh, Suolk, UK
Rat IgG Chrome Pure Jakson Immunoresearh, Suolk, UK
Sheep IgG Chrome Pure Jakson Immunoresearh, Suolk, UK
Hamster IgG Chrome Pure Jakson Immunoresearh, Suolk, UK
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2.1.5 Reagenziensätze
ELISA-Kits
Maus IL-6 BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
Maus IFN-γ BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
Maus MIG/CxCl 9 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D
Albumin Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
MACS-Zellanreiherung
Annexin V MiroBead Kit Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, D
Annexin V FACS Kit Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, D
RNA Isolation
RNeasy Mini Kit Quiagen, Hilden, D
Zellproliferation
Cell Titer 96 Proliferation Assay Promega, Mannheim, D
2.1.6 Antikörper
(Immun-)Histologie
Smooth Musle Atin (SMA) Chemion International, Hampshire, UK
Zytokeratin 18 Chemion International, Hampshire, UK
Phalloidin Invitrogen, Karlsruhe, D
CD3 Serote, Oxford, UK
IgG Caltag Laboratories, Burlingame, USA
C3 Nordi Immunologial Laboratories, Tilburg, NL
F4/80 Serote, Oxford, UK
Ma2 Cederlane, Ontario, CAN
FACS
CD4-APC BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
CD8a-PE-Cy5 BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
CD3e-FITC BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
CD45-PE BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
CD69-PE BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
F4/80-FITC BD/Beton Dikinson, Heidelberg, D
ELISA
IgG-FITC, goat-anti-mouse Jakson Immunoresearh, Suolk, UK
2.1.7 Primer für die real-time RT-PCR
Die Primer für die real-time RT-PCR wurden von der Firma ABI Biosystems,
Weiterstadt in Deutshland bezogen. In Tabelle 2.1 sind die in dieser Arbeit








18s rRNA Forward: 5'-GCAATTATTCCCCATGAACG-3'
Reverse: 5'-AGGGCCTCACTAAACCATCC-3'
Tabelle 2.1: Verwendete real-time PCR-Primer für die Expressions-Analyse der Toll-like
Rezeptoren und RIG-like Rezeptoren.
Gen Aession Sequenz
ode
TLR1 AF316985 Forward: 5'-GTCAAAGCTTGGAAAGAATCTGAAG-3'
Reverse: 5'-AATGAAGGAATTCCACGTTGTTTC-3'
FAM: 5'-ATCTTACCCTGAACAATG-3'
TLR2 AF124741 Forward: 5'-CACCGGTCAGAAAACAACTTACC-3'
Reverse: 5'-CAAGATCCAGAAGAGCCAAAGAG-3'
FAM: 5'-AGACAAAGCGTCAAATC-3'
TLR3 AF355152 Forward: 5'-CGAAAGTTGGACTTGTCATCAAATC-3'
Reverse: 5'-ACTTGCCAATTGTCTGGAAACAC-3'
FAM: 5'-CACTTAAAGAGTTCTCCC-3'
TLR4 AF110133 Forward: 5'-TTCAGAACTTCAGTGGCTGGATT-3'
Reverse: 5'-CCATGCCTTGTCTTCAATTGTTT-3'
FAM: 5'-ATCCAGGTGTGAAATT-3'











TLR9 NM031178 Forward: 5'-CAATCTGACCTCCCTTCGAGTACTT-3'
Reverse: 5'-GCCACATTCTATACAGGGATTGG-3'
FAM: 5'-ATTGCCGTCGCTGCGACCATG-3'
Ddx58/ Mm554529 FAM 5'-CCAAACCAGAGGCCGAGGAAGAGCA-3'
RIG-I
Ih1/ Mm459183 FAM 5'-GACACCAGAGAAAATCCATTTAAAG-3'
MDA-5
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2.1.8 Zelllinien
Zelllinie Zellart Referenz














Die Kultivierung von primären Zellen und Zelllinien erfolgte im Brutshrank bei
37 und einer 5% CO2-Begasung. Zellkulturen wurden für die Passage und die
Stimulationsexperimente ausshlieÿlih unter einer Sterilbank gehandhabt. Hier sorgen
Filter und ein laminarer Luftstrom für eine keimfreie Umgebung. Oberähen der
Werkbank und sämtlihe Gebrauhsgegenstände wie Medium, Pipetten, et. wurden
vor Ingebrauhnahme zusätzlih mit Desinfektionsmittel behandelt.
2.2.2 Bestimmung der Zellzahl und Vitalität
Zellzahl und Vitalität wurden mittels Neubauer Zählkammer und Färbung mit
Trypanblau bestimmt. Beim Vitaltest mit Trypanblau dringt der Farbsto selektiv
in das Zytoplasma toter Zellen ein, da deren Membran durhlässig geworden ist.
Während lebende Zellen im Mikroskop hell ersheinen, werden die toten Zellen tiefblau
gefärbt und können so voneinander untershieden gezählt werden. Die Zellzahl wird






2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Einfrieren Um die Zellen einfrieren zu können, wurden die Zellen zunähst wie bei
der Passage durh EDTA abgelöst und zetrifugiert. Nah Resuspendieren mit dem
Einfriermedium (FCS mit 10% DMSO) mit einer Konzentration von ungefähr 1 Mio
Zellen/ml wurde jeweils 1 ml Zellsuspension in vorbeshriftete Kryoröhrhen überführt
und in einer speziellen Kühlbox bei -80 für 24 Stunden eingefroren. Shlieÿlih
wurden die eingefrorenen Zellen im Flüssigstiksto konserviert.
Auftauen Die aufzutauenden Zellen wurden im 37 warmen Wasserbad erwärmt
bis die Eiskristalle aufgelöst waren. Anshlieÿend wurde die Zellsuspension unter
sterilen Bedingungen in Zellkulturshalen mit vorgewämten Medium überführt. Nah
24 Stunden konnte das Medium gewehselt werden.
2.2.4 Gewinnung und Kultivierung von primären
Mesangialzellen
Primäre Mesangialzellen wurden aus Nieren folgender Mausstämme gewonnen:
Wildtyp, Trif-/-, Myd88-/-, Tlr2-/-.
Mesangialzellisolation Für die Isolation von glomerulären primärenMesangialzellen
wurden 4-6 Wohen alte Mäuse durh zervikale Dislokation getötet. Nah medianer
Laparatomie wurden die Nieren dargestellt und die Nierenkapsel mittels eines kleinen
Shnittes am Nierenpol entfernt. Die Nieren wurden bis zur weiteren Verwendung
in RPMI-Medium überführt und auf Eis gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurde
mit einem Skalpell die Nierenrinde vom Nierenmark getrennt und die Rindenanteile
in kleine Stüke bis zu einer breiartigen Konsistenz zerkleinert. Die Nierenmasse
wurde durh 4 Stahlsiebe mit 150, 106, 63 und 45/50µm Mashenweite mit Hilfe
eines Spatels und Nahspülen von 4 kalten PBS gepresst. Die vom umliegenden
Gewebe isolierten Glomeruli wurden im vierten Sieb (45/50µm) aufgefangen. Die
Nierenglomeruli wurden mit RPMI-Medium in ein 50ml-Falon gespült und für
10 Minuten bei 900g und 4 zentrifugiert. Anshlieÿend wurden die Glomeruli
mit Kollagnase IV (100µg/ml) in RPMI-Medium im 37 warmen Wasserbad für
15 min inkubiert. Nah weiterem Zentrifugieren wurden die angedauten Glomeruli
resuspendiert und in 6-Well-Platten ausgesät. Die Kultivierung erfolgte in RPMI-1640
Medium mit stabilem Glutamat (GlutamaX), 20% FCS (Fötales Kälber-Serum), 1%
Peniillin-Streptomyin und ITS (Insulin, Transferrin, Selenium).
Kultivierung und Passage der primären Mesangialzellen Nah 3 bis 6 Tagen
konnte ein radiäres Auswahsen von Mesangialzellen und Epithelzellen aus den
Glomeruli beobahtet werden. Der erste Mediumwehsel erfolgte nah 3 bis 4 Tagen,
als die ersten Zellen ausgewahsen und die Glomeruli adhärent waren. Nah 14 bis 20
Tagen waren die Zellen konuent gewahsen und die Epithelzellen von den primären
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Mesangialzellen verdrängt. Für die Passage wurden die Zellen mit 1ml 1,5mM EDTA
in PBS pro Well für 10 min im Brutshrank inkubiert, um die Zellen vom Boden
abzulösen. Durh Beklopfen und mit Hilfe eines Zellspatels wurden die restlihen Zellen
abgelöst. Die Zellsuspension wurde in ein 15ml-Falon überführt und bei 800rpm für
5 min zentrifugiert, in RPMI-Medium (+20% FCS, 1% PS, ITS) resuspendiert und
mit der Verdünnung 1:2 erneut in 6-Well-Platten ausgesät. Das Medium wurde bis zur
Konuenz alle 3 bis 4 Tage gewehselt.
2.2.5 Gewinnung von Zellüberstand nekrotisher Zellen
Zur Gewinnung von nekrotishem Zellüberstand wurde die von Sadi et
al. beshriebende Methode [154℄ herangezogen. Konuent gewahsene Zellen in
10m-Zellkulturshalen wurden 3-4 mal jeweils für 30-40 Sekunden bei -80
eingefroren und im 37 warmen Brutshrank wieder aufgetaut. Nah dieser Prozedur
waren die adhärenten Zellen abgelöst und wurden bei 2000g herunterzentrifugiert. Der
Überstand wurde in ein frishes Röhrhen überführt, mit 10mM HEPES gepuert und
bei -20 gelagert. Nah erneutem Auftauen für Stimulationsexperimente wurden die
Reste jeweils verworfen.
2.2.6 Gewinnung und Aufreinigung von apoptotishen
Thymozyten
Aus 6-Wohen alten Wildtyp-Mäusen wurde der Thymus herauspräpariert und durh
eine 70µm-Sieb gespült, um eine Einzelzellsuspension zu gewinnen. Die isolierten
Thymozyten wurden mit 100µM Dexamethason in RPMI-Medium ohne FCS für 3-4
Stunden im Brutshrank inkubiert, um die Zellen in Apoptose zu treiben. Die so
behandelten Thymozyten wurden mit Annexin V MiroBeads inkubiert, um Annexin
V-postive Zellen mittels MiroBead-Tehnik anzureihern. Annexin V MiroBeads
binden an Phosphatidylserin, das nur bei apoptotishen oder nekrotishen Zellen
auÿen auf der Zellmembran nahweisbar ist. Die magnetish gebundenen Zellen
werden dann in LS-Säulen mittels einem Magneten aufgefangen, während alle niht
gebundenen Zellen verworfen werden. Das Ergebnis wurde anshlieÿend mittels
Durhusszytometrie kontrolliert.
2.2.7 Gewinnung von Splenozyten
Für die Präparation von Splenozyten wurde die Milz unter sterilen Bedingungen
entnommen und durh ein 70µm Zellsieb in ein 50ml Falon gepresst. Das Sieb
wurde mit gekühltem sterilen PBS nahgespült und die so gewonnene Zellsuspension
herunterzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann mit TAC-Puer resuspendiert und im
37-Wasserbad für exakt 5 Minuten inkubiert, um die Erythrozyten zu lysieren. Die
Lyse wurde mit MACS-Puer gestoppt und die Zellsuspension erneut durh ein 70µm
Zellsieb gespült. Anshlieÿend wurden die Zellen gezählt und nah Bedarf entweder




Die präparierten Milzzellen wurden mit DMEM-Medium mit 5% FCS, 1%
Peniillin/Streptomyin resuspendiert und auf 24-Well Zellkulturshalen in einer
Konzentration von 3x10
6
Zellen/Well ausgesät. Die Zellen wurden mit 20µg/ml
Kaninhen-IgG, das den Versuhsmäusen zur Präimmunisierung gespritzt wurde,
stimuliert. Als Kontrollen dienten Ratten-IgG, Shaf-IgG und Hamster-IgG. Nah 72
Stunden wurde der Zellüberstand gewonnen und bis zur IFN-γ-Bestimmung bei -20
aufbewahrt. Die Zellen wurden für die FACS-Analyse präpariert (siehe unten).
2.2.9 Stimulationsexperimente
Stimulation der Toll-like- und RIG-like-Rezeptoren Die primären Mesangialzellen
(pMC) wurden in 24-Well Zellkulturshalen stimuliert, sobald die Zellen eine
80-90% Konuenz zeigten. Für die Stimulationsversuhe wurde RPMI-Medium mit
1% FCS ohne Peniillin/Streptomyin verwendet und die Zellen jeweils für 24
inkubiert. Folgende komerziell erwerblihen PRR-Liganden wurden in dieser Arbeit
verwendet: TLR2: Pam3CysSK4, TLR3: Poly(I:C)-RNA, TLR4: ultrapures LPS,
TLR7: Imiquimod, TLR9: CpG-DNA 1668, MDA-5: Poly(I:C)-RNA. Zur Stimulation
von RIG-I wurde 3P-RNA freundliherweise von V. Hornung zur Verfügung gestellt.
Da MDA-5 und RIG-I intrazelluläre Rezeptoren sind, mussten die Liganden mit
dem Transfektionsreagenz Lipofetamin 2000 inkubiert werden. Dazu wurden für eine
Stimulation in 2 vershiedene 1,5 ml-Röhrhen je 25µl Opti-MEM vorpipettiert, 1µg
Ligand in das eine Röhrhen und 1µl Lipofetamin 2000 in das andere Röhrhen
gegeben, einzeln gemisht und shlieÿlih zusammengeführt für 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Vor der Stimulation mit den Liganden wurden den Zellen
jeweils mit 10µg/ml Polymyxin B (auÿer Stimulation mit LPS) für mindestens 30
Minuten behandelt, um eine LPS-Kontamination und damit eine falsh positive
Reaktion zu unterdrüken. Nah 24 Stunden Inkubation wurde der Mediumüberstand
gesammelt und bei -20 aufbewahrt, um die Zytokin-Ausshüttung mittels ELISA
später zu analysieren. Für manhe Stimulationsversuhe wurden die Zellen mit IFN-γ
und TNF-α vorstimuliert. Dies geshah 24 Stunden vor der eigentlihen Stimulation
mit RPMI-Medium mit 1% FCS mit Peniillin/Streptomyin. Soweit niht anders
angegeben, erfolgte die Vorstimulation mit 200 U/ml IFN-γ und 500 U/ml TNF-α.
Nah 24 Stunden Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewashen und das Medium
für den eigentlihen Stimulationsversuh gewehselt.
Stimulation mit apoptotishen Thymozyten Die aufgereinigten Thymozyten
wurden in RPMI-Medium resuspendiert und in einem Verhältnis von 1:1, 1:10 und
1:50 (Anzahl der Zellen pMC:Thymozyten) auf vorstimulierte primäre Mesangialzellen
gegeben, für 24 Stunden inkubiert, die Zellüberstände geerntet und bei -20 bis zur
weiteren Analyse gelagert.
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Stimulation mit Gesamt-RNA aus Zellen Gesamt-RNA aus primären
Mesangialzellen und apoptotishen Thymozyten wurden mittels RNAeasy Kit
extrahiert und die Konzentration bestimmt. Je 1µg RNA wurde mit 1µl Lipofetamin
2000 inkubiert und auf die primären Mesangialzellen gegeben. Nah 24 Stunden
wurden die Zellüberstände gewonnen und bei -20 aufbewahrt.
Stimulation mit nekrotishen Zellüberständen Die gewonnenen Zellüberstände
nekrotisher Zellen wurden in einem Verhältnis 1:10, 1:5 und 1:1 (Volumen
Medium:nekrotisher Zellüberstand) auf die primären Mesangialzellen gegeben und für
24 Stunden inkubiert. Die Zellüberstände wurden geerntet und bei -20 aufbewahrt.
2.3 Tierexperimente
2.3.1 Tierhaltung
Für die Experimente wurden jeweils 5 Mäuse unter sterilen Bedingungen in
autoklavierten Filter-Top-Kägen, bei einem 12-stündigen Hell-Dunkel Rhythmus und
freiem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. Alle experimentellen Verfahren wurden
nah den Vorshriften des deutshen Tiershutzgesetzes durhgeführt und sind durh
die Regierung von Oberbayern genehmigt worden.
2.3.2 Studiendesign der nephrotoxishen Serumnephritis
Das Modell der nephrotoxishen Serumnephritis wurde an folgenden Maus-Stämmen
in Gruppen zu je 10 Tieren untersuht: C57BL/6-Wildtyp, Trif-/-, Myd88-/-. Die
Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis (NSN) erfolgte in 7-10 Wohen alten
männlihen Mäusen. Dazu mussten die Mäuse zunähst präimmunisiert werden bevor
das neprotoxishe Serum appliziert werden konnte. Innerhalb 3 Wohen entwikelten
die Tiere eine histologish nahweisbare Glomerulonephritis mit Proteinurie. Die Tiere
wurden nah 21 Tagen getötet, um Nierengewebe zu gewinnen. Gleihzeitig wurden
Nierenzellen zur FACS-Analyse präpariert sowie Serum und Urin zur laborhemishen
Diagnostik gewonnen (siehe Abbildung 2.1).
Präimmunisierung Für die Präimmunisierung wurde eine Emulsion aus Complete
Freund's Adjuvans und Kaninhen-IgG mittels Homogenisator hergestellt. Je 100µl
der Präimmunisierungs-Lösung wurde in die rehte und linke Flanke subkutan unter
sterilen Bedingungen appliziert.
Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis Drei Tage nah der
Präimmunisierung wurden den Tieren intravenös 100 µl nephrotoxishes Serum,




Abbildung 2.1: Das Modell der nephrotoxishen Serumnephritis: drei Tage nah
Präimmunisierung wird das nephrotoxishe Serum intravenös appliziert. Es kommt
zur Bildung von glomerulären Immunkomplexen und es folgt die Aktivierung des
Komplementsystems und des erworbenen Immunsystems. Innerhalb von 21 Tagen entwikelt
sih eine histologish und klinish nahweisbare Glomerulonephritis mit einer ausgeprägten
Lymphozyteninltration.
Urin-, Blut- und Gewebeentnahme Zur Darstellung des Proteinurie-Verlaufs
wurde alle 7 Tage (Tag 0, 7, 14, 21) Urin unter sterilen Bedingungen abgenommen.
Am Tag 21 nah Gabe des nephrotoxishen Serums wurden die Versuhstiere mit
Methoxyuran narkotisiert, so dass die Blutabnahme retroorbital erfolgen konnte.
Anshlieÿend wurden die Nieren mit PBS über die linke Herzkammer bis zur gänzlihen
Blutleere gespült. Danah wurden die Nieren herauspräpariert und die Kapsel entfernt.
Für die histologishe Aufbereitung wurden Nierenshnitte in Histokasetten in 10%
Formalin über Naht aufbewahrt. Für die Nierenzellisolation zur anshlieÿenden
FACS-Analyse wurden Teile der Niere auf Eis gegeben. Zudem wurde die Milz zur
Gewinnung von Splenozyten für den T-Zell-Aktivierungs-Assay herauspräpariert und
in steriles PBS auf Eis gegeben. Serum wurde durh Herunterzentrifugieren (5000rpm)
von Vollblut gewonnen und bis zur Analyse bei -20 gelagert.
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2.4 Immunologishe Methoden
2.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Zur Bestimmung von Proteinen in den Zellkulturüberständen wurden vershiedene
Enzyme-linked Immunosorbent Assays(ELISA) durhgeführt. Der ELISA ist ein
häug angewendeter quantitativer Immunoassay, bei dem man sih eines Enzyms
als Marker bedient und die Antigenkonzentration anhand des Substratsumsatztes
bestimmt. Antikörper oder Antigen sind dabei an einen festen Träger, d.h.
auf einer ELISA-Platte gebunden (oating). Durh vershiedene Washshritte
werden freie Antigene von gebundenen Antigenen getrennt. In dieser Arbeit wurde
der ELISA nah der Sandwih-Methode (das gemessene Antigen bendet sih
zwishen zwei spezishen Antikörpern) angewendet, bei der das gemessene Signal
proportional zur Proteinkonzentration ist. Hierzu wurden 96-Well-Platten verwendet,
welhe mit einem bestimmten Fängerantikörper über Naht im Kühlshrank bei
4 beshihtet werden. Nah Abbloken freier Proteinbindestellen werden die
Proben sowie eine Standardreihe pipettiert und für 2 Stunden inkubiert. Es wird
nun der biotinylierte Detektionsantikörper mit dem Enzym Meerrettih-Peroxidase
(horseradish peroxidase/HRP) hinzugegeben und je nah Assay für 1-2 Stunden
inkubiert. Nah mehreren Washshritten erfolgt die Enzymreaktion mit TMB
(3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin) welhe durh Zugabe einer Stopplösung (H2SO4)
nah 20-30 Minuten beendet wird. Die Messung der Farbreaktion erfolgt mittels
ELISA-Reader, welher die Absorption proportional zur gebundenen Proteinmenge
miÿt. Anhand des pipettierten Standards mit gegebener Proteinmenge kann die
Konzentration der Proben errehnet werden.
IL-6, MIG/CXCL9, IFN-γ In den Zellüberständen stimulierter Zellen wurden
folgende Zytokine mittels ELISA-Kits nahgewiesen: IL-6, MIG/CXCl9 und
IFN-γ. Die Durhführung erfolgte nah Herstellerangaben und wurde durh einen
ELISA-Plate-Washer erleihtert. Mittels ELISA-Reader wurde die Absorption der
Proben bei 450 nm gemessen und mit Hilfe MS-Exel ausgewertet.
Autologer IgG-ELISA Zum Nahweis der Induzierbarkeit des Modells der
nephrotoxishen Serumnephritis wurde die Menge an gebildetem IgG im Serum der
Versuhsmäuse (Tag 21) gegen das injizierte Kaninhen anti-GBM-Serum gemessen.
Dazu wurden shwarze 96-Well-Platten mit Kaninhen-IgG über Naht bei 4
inkubiert. Das Mäuse-Serum wurde in vershiedenen Verdünnungsstufen (1 : 100,
1 : 200, 1 : 400, 1 : 800) und in dreifaher Ausführung auf die Platten gegeben.
Als Sekundärantikörper wurde anti-Maus-IgG-FITC verwendet, dessen Emission im
ELISA-Reader bei 535 nm gemessen wurde.
Albumin-ELISA Um die Albumin-Konzentration im Urin der Mäuse zu bestimmen
wurde ein komerzielles ELISA-Kit nah Herstellerangaben verwendet. Es wurde jeweils
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angesetzt und diese in 3-faher Ausführung
bestimmt.
2.4.2 Proliferationsassay
Die Messung der Zellproliferation primärer Mesangialzellen nah Stimulation mit
vershiedenen TLR-Liganden erfolgte mittels Cell Titer 96 Proliferation Assay nah
Herstellerangaben. Dieser Assay beruht auf einer kolorimetrishen Messung zur
Bestimmung der lebenden Zellen. Dazu wird eine stabile wässrige Lösung bestehend
aus MTS (3- (4,5-Dimethyl-2-yl)- 5- (3-Carboxymethoxyphenyl)- 2- (4-sulfophenyl)-
2H- Tetrazolium, Inner Salt) und PES (Phenazin Ethosulfat), direkt auf die
Zellen gegeben. Nah Inkubation von 1-4 Stunden wird die Absorption mit dem
ELISA-Reader bei 490nm gemessen. Die gemessene Absorption entspriht der Menge
des durh Reduktion von MTS gebildeten löslihen Formazanproduktes. Die Reduktion
kann nur bei Vorhandensein von NADH/NADPH ablaufen, das wiederum nur von
stowehselaktiven Zellen gebildet werden kann. Die gemessene Absorption ist dadurh
direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen.
2.4.3 Durhusszytometrie (FACS)
Zur Bestimmung von Oberähenantigenen wurde die Durhusszytometrie bzw.
FACS (uoresene ativated ell sorter)- Analyse angewendet. Die FACS-Analyse
wurde mit dem Gerät FACSCalibur und entsprehender CellQuest Software
durhgeführt.
Allgemeines Funktionsprinzip Das Prinzig der Durhusszytometrie beruht
darauf, dass Zellen oder auh andere Mikropartikel anhand ihrer Gröÿe, Struktur,
Oberäheneigenshaften und intrazellulären Zusammensetzung untershieden
werden können. Dabei werden mehrere tausend Zellen in einem laminaren
Flüssigkeitsstrom einzeln an einem Laser vorbei durhgespült. Für die meisten
Anwendungen ist eine Markierung der Zellen mit Antikörpern, die gegen
bestimmte Zellstrukturen gerihtet sind, nötig. Diese Antikörper sind entweder
direkt an einen Fluoreszenzfarbsto gekoppelt oder werden indirekt mittels einem
uoreszenzgekoppelten Sekundärantikörper nahgewiesen. Die so markierten Zellen
werdem im Durhusszytometer durh den Laserstrahl erfasst und angeregt. Die
angeregten Fluoreszenzfarbstoe emmitieren Liht einer bestimmten Wellenlänge, die
vom FACS-Gerät detektiert wird. Die vershiedenen Farbstoe emmitieren jeweils
ein spezishes Signal, so dass die einzelnen Fluoreszenzen im FACS untershieden
werden können. Durh das sogenannte Vorwärtsstreuliht (forwardsatter) lässt sih
eine Aussage über die Zellgröÿe treen und über das in einem 90°Winkel abgestrahlte
Seitwärtsstreuliht (sidesatter) die Granularität der Zelle bestimmen. Bei Messung
mehrerer Antikörper gleihzeitig und somit auh vershiedener Fluorhrome kann
es zur Überlappung der Emissionswellenlänge der einzelnen Fluoreszenzfarbstoe
kommen. Für eine aussagekräftige Analyse ist dann eine Kompensation notwendig,
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welhe die Überlappung korrigiert. Für die Kompensationseinstellungen verwendet
man einfah markierte Zellen als Kontrollen, um den Teil, der in andere
Detektionskanäle hineinstreut zu subtrahieren. In dieser Arbeit wurden folgende
Fluorhrome verwendet: FITC, PE, APC, Cy5.5, PI.
Nahweis von apoptotishen und nekrotishen Zellen Um apoptotishe
und nekrotishe Zellen darzustellen, wurde das Annexin V-FITC Kit nah
Herstellerangaben verwendet. Die mit Dexamethason behandelten Thymozyten
wurden mit Annexin V und Propidium Iodid angefärbt und im FACS ausgewertet.
Mittels Dot-Plot-Analyse konnte zwishen lebenden, apoptotishen und nekrotishen
Zellen untershieden werden.
Bestimmung von Oberähenmarkern auf Nierenzellen Um die
immunologishen Vorgänge nah Induktion einer Glomerulonephritis durh Gabe von
nephrotoxishem Serum nahweisen und quantizieren zu können, wurden Nieren-
und Blutzellen der Mäuse nah 21 Tagen präpariert und mittels Durhusszytometrie
analysiert.
Hierzu wurden die Nieren in eine Petrishale auf Eis mit einigen Tropfen gekühltem
Paris-Puer gegeben und mit einem Skalpell zu etwa 0,5mm groÿe Stüke zerkleinert.
Nah 2-maligem Washen der gewonnenen Nierensuspension mit HBSS mit Ca,
Mg erfolgte ein Verdau mit einer vorgewärmten Kollagenase/DNase-Lösung im
37-Wasserbad für 20 Minuten. Im Anshluss an einen weiteren Washshritt wurde
die Zellsuspension mit 2mM EDTA in HBSS ohne Ca, Mg im 37-Wasserbad für 20
Minuten inkubiert. Daraufhin erfolgte ein erneuter Verdau mit Kollagenase-Lösung.
Um nun eine Einzelzellsuspension zur FACS-Analyse zu erhalten, wurden die
Nierenzellsuspensionen wiederholt durh eine 19G-Kanüle, gefolgt von einer
26G- und 30G-Kanüle ausgespritzt. Nah weiteren Washshritten mit PBS
wurden die Zellsuspensionen mit FACS-Puer resuspendiert und shlieÿlih mit
Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern gefärbt. Es wurde pro Probe jeweils eine 4-fah
Färbung mit CD3e-FITC, CD45-PE, CD4-APC und CD8-PE-Cy5.5 sowie eine 2-fah
Färbung mit F4/80-FITC und CD45-PE durhgeführt. Für die Kompensation der
einzelnen Fluorhrome wurden zusätzlih Einzelfärbungen angefertigt.
Bestimmung der T-Zell-Aktivierung mittels CD69-Färbung Nah 3-tägiger
Inkubation der Splenozyten mit Ratten-, Shaf- und Kaninhen-IgG wurden die Zellen
in FACS-Puer gewashen und mit folgenden Fluoreszenzgekoppelten Antikörpern
gefärbt: Anti-CD3-FITC, Anti-CD4-APC, Anti-CD8-PE-Cy5.5 und Anti-CD69-PE.
Nah 2 weiteren Washshritten mit FACS-Puer wurden die Proben lihtgeshützt





Die Isolierung der RNA aus primären Mesangialzellen erfolgte mittels RNeasy Mini
Kit nah Herstellerangaben. Die adhärenten pMCs wurden in 6-Well Zellkulturplatten
bewahsen und stimuliert. Zur Gewinnung der RNA wurden die Zellen zunähst mit
sterilem PBS gewashen und Medium sowie Zelldebris entfernt. Nah Zugabe von
350µl RLT-Puer mit 10µg/ml β-Merkaptoethanol in die Wells werden die Zellen
durh wiederholtes Resuspensieren lysiert. Das so gewonnene visköse Zellmaterial
kann nun bis zur eigentlihen RNA-Aufreinigung bei -80 gelagert werden. Nah
Wiederauftauen werden den Proben 350µl 70% Ethanol hinzugegeben und vermisht.
Das Lysat-Ethanol-Gemish wird auf eine RNeasy Mini Säule mit einem 2ml Röhrhen
pipettiert und diese bei 8000g für 30 Sekunden zentrifugiert. Der DNase-Verdau
erfolgte mittels DNase Digestion Kit durh Zugabe von DNase-Lösung auf die Säule.
Ein weiterer Zentrifugationsshritt wird mit 700µl RW1-Puer durhgeführt und die
jeweils durh die Säule gelaufene Flüssigkeit verworfen. Die 2ml Röhrhen werden
gegen neue ausgetausht und die Säulen mit 500µl RPE-Puer zentrifugiert. Nah
einmaliger Wiederholung dieses letzten Shrittes wird auf die Membran der Säulen
40µl RNase freies Wasser pipettiert und die Säule shlieÿlih mit einem neuen 1,5
ml Röhrhen zentrifugiert, um die RNA zu eluieren. Die extrahierte RNA wurde
bei -80 aufbewahrt. Alle verwendeten Materialien und Lösungen, die niht im
Hersteller-Kit enthalten waren, wurden mit Diethylpyroarbonat (DEPC), einem
starken RNase-Inhibitor vorbehandelt.
2.5.2 Bestimmung des RNA-Gehalts
Die RNA-Konzentration wurde mittels eines Spektrometers bestimmt. Dazu wurden
2µl RNA-Lösung 50fah in DEPC behandeltem Wasser verdünnt und die OD bei 260
nm bzw. 280 nm gemessen. Die Rehnung Extinktion x Verdünnungsfaktor ergibt die
RNA-Konzentration in µg/ml pro Probe. Ab einer Ratio (260 nm/280 nm) von 1,6
kann die RNA-Probe als rein angesehen werden.
2.5.3 DNA-Synthese
Da für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) DNA zur Amplizierung benötigt
wird, muss die aufgereinigte RNA in revers in eine omplementary-Einzelstrang-DNA
(DNA) umgeshrieben werden. Hierzu wurden die RNA-Proben zunähst auf
1µg/20µl DEPC-Wasser verdünnt. Ein Master Mix wurde aus 9µl 5x-Puer, 1µl 25mM
dNTP-Mishung, 2µl 0,1M DTT, 1µl 40U/µl RNasin, 0,5µl Arylamid [15µg/ml℄, 0,5
µ l Hexanukleotide, 1µ l Supersript hergestellt. Zur Kontrolle einer Amplizierung
von genomisher DNA, wurde anstelle des Enzyms Supersript RNase freies Wasser
verwendet (sogenannte RT minus Probe). Die 15µl Mastermix wurden zu den 1µg/20µl
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RNA-Proben hinzugegeben und für eine Stunde bei 42 in einem Shüttler inkubiert.
Bis zur weiteren Verwendung wurden die DNA-Proben bei -20 aufbewahrt.
2.5.4 Real-time quantitative PCR
Zur Quantizierung der mRNA-Expression wurde eine real-time quantitative PCR
durhgeführt. Dazu wurde das Gerät TaqMan ABI PRISM 7700 Sequene Detetion
System verwendet. Das Prinzip der real-time PCR besteht darin, dass im Gegensatz
zur konventionellen PCR die Ampliktionsreaktion unter fortlaufender Überwahung
mittels Fluoreszenzmarkierung und photometrisher Messung steht. Dabei ist die
gemessene Floureszenzintensität in jedem Zyklus direkt porportional zur Menge
des amplizierten DNA-Produkts. Dies erlaubt den Rükshluss auf die Menge an
eingesetzter Nukleinsäure. Für jede Probe wird ein sogenannter CT-Wert (Cyle
Treshold) aufgezeihnet. Dieser entspriht der Zyklusanzahl, welhe einen festgesetzten
Shwellenwert übershreitet und sih somit Hintergrund-Signal untersheidet. Je mehr
Substrat am Anfang vorhanden ist, desto weniger Zyklen sind notwendig um eine
signikante Fluoreszenz zu messen. Es wurde eine relative Quantizierung eingesetzt,
welhe das zahlenmäÿige Verhältnis der Zielsequenz zu einer Referenzsequenz
bestimmt. Dazu wurden sogenannte Housekeeping-Gene (18S rRNA oder GAPDH)
als endogene Referenzgene herangezogen, welhe in allen Proben gleihermaÿen
enthalten sind. Die Fluoreszenz-Markierung erfolgt bei Verwendung des TaqMan
durh sequenzspezishe Primer, die mit einem Reporterfarbsto und Quenher
konjugiert sind. Solange der Reporterfarbsto mit dem Quenher verbunden ist, wird
die Fluoreszenz blokiert (quenhing). Wird während der PCR das Konjugat durh
die Taq DNA Polymerase gespalten, wird der Reporter-Farbsto freigesetzt und es
entsteht eine entsprehende Fluoreszenz.
Zur Durhführung der TaqMan-PCR wurden die DNA-Proben 1:10 verdünnt. Der
TaqMan universal PCR Master Mix enthält PCR Puer, dNTP und AmpliTaqGold.
Forward und Reverse Primer wurden bei einer Endkonzentration von 300 nM und
die Proben bei einer Konzentration von 100 nM verwendet. Je 18µl Master Mix
und je 2µl der verdünnten DNA-Probe wurden in die Wells einer 96-Well-Platte
pipettiert. Die Platte wurde gut vershlossen und bei 280 g zentrifugiert bevor die
TaqMan-Analyse gestartet wurde. Folgende Temperatur-Einstellungen wurden für die
Proben und Housekeeper -Gene verwendet: 2 Minuten 50, 10 Minuten 95, dann
40 Zyklen jeweils 15 Sekunden 95 gefolgt von 1 Minute Inkubation bei 60. Die
CT-Werte wurden mit Hilfe der ABI PRISM Sequene Detetion Software Version
1.0 aufgezeihnet und im Verhältnis zu den Housekeeper-Genen quantiziert. Die
Kontrollläufe (RT minus-Proben) zeigten weder für Zielgene noh Housekeeper -Gene
eine Amplikationsreaktion, so dass eine Verunreinigung mit genomisher DNA
ausgeshlossen werden konnte.
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2.6 Morphologishe und histologishe
Untersuhungen
2.6.1 Färbung der primären Mesangialzellen zur
Charakterisierung
Für die Färbung wurden die primären Mesangialzellen auf sterilen Dekgläshen
ausgesät. Die auf dem Dekgläshen konuent gewahsenen primären Mesangialzellen
wurden für die Immunuoreszenzfärbung zunähst 2 mal mit PBS (4) gewashen
und anshlieÿend für 5 Minuten mit Ethanol (100%, -20) xiert. Erneut wurden die
Zellen 1-mal mit PBS und dann 3-mal mit PBS (0,1% BSA, 0,02% NaN3) gewashen.
Die Inkubation mit den Primärantikörpern anti-SMA (smoth musle atin),
anti-Zytokeratin und anti-Phalloidin erfolgte für 2 Stunden bei Raumtemperatur.
Nah wiederholtem Washen mit PBS (0,1% BSA, 0,02% NaN3) wurden
die primären Mesangialzellen mit dem ourohromkonjugierten Zweitantikörper
anti-Ratte-FITC für eine Stunde lihtgeshützt inkubiert. Shlieÿlih wurden die Zellen
mit Einbettmedium (Mountingmedium) und 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI,
Zellkernfärbung) eingebettet und bis zur Analyse mit dem Floureszenzmikroskop
lihtgeshützt bei 4 aufbewahrt.
2.6.2 Aufbereitung und Analyse von Nierengewebe
Das entnommene Nierengewebe wurde in Histokasetten überführt, mit 10% Formalin
in PBS über Naht xiert und in Paran eingebettet. 2 µm dike Shnitte wurden
mit einem Shneidegerät angefertigt, auf mit APES vorbehandelten Objektträgern
aufgetragen und für 12 Stunden in einem Trokenshrank bei 37 aufbewahrt.
Als erster Shritt bei jeder Färbung wurden die Shnitte in Xylol und einer
absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, 50%) entparaniert und shlieÿlih
mit PBS gespült. Für die HE-Färbung wurden die entparanierten Nierenshnitte
für 5 Minuten in Mayer's Hämalaun getauht und anshlieÿend in Wasser
gebläut. Die Eosin-Färbung erfolgte mit 2% Eosin-Lösung für 5 Minuten. Mittels
aufsteigender Alkoholreihe und Xylol wurden die Shnitte dehydriert und shlieÿlih
eingedekt. Für die immunhistologishen Färbungen wurden folgende Antikörper und
Antikörperkonzentrationen verwendet: Ratte-Anti-Ma2 (glomeruläre Makrophagen,
1 : 50), Ratte-Anti-F4/80 (Makrophagen, 1 : 50) und Ratte-Anti-CD3 (Lymphozyten,
1 : 50). Um die glomeruläre Sklerose zu quantizieren wurde die Periodi Aid
Shi (PAS)-Färbung verwendet. Die sklerotishen Läsionen wurden semiquantitativ
bestimmt: 0=keine Läsion, 1=<25% Sklerose, 2=25-49% Sklerose, 3=50-74% Sklerose,
4=75-100% Sklerose. Für die Analyse wurden pro Shnitt jeweils 50 Glomeruli
ausgewertet.
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2.7 Statistishe Analyse
Die dargestellten in vitro Ergebnisse repräsentieren jeweils das Mittel aus mindestens
3 unabhängigen Versuhen. Bei den Tierexperimenten wurden jeweils 10 Tiere pro
Versuhsgruppe getestet. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweihung (SD)
angegeben. Für die Berehnung der statistishen Signikanz wurde der zweiseitige
Student's T-Test für paarige Stihproben angewendet. Ein P-Wert von p<0,05 bzw.
p<0,01 wurde als signikant angenommen und entsprehend mit *  bzw. ** 
markiert. Statistishe Berehnungen und graphishe Darstellung wurden mit dem
Programm GraphPad Prism durhgeführt.
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3.1 Charakterisierung der Mesangialzellen und
Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren
3.1.1 Charakterisierung der primären Mesangialzellen
Bis heute konnte kein spezieller Marker für glomeruläre Mesangialzellen
identiziert werden, so dass die Charakterisierung durh eine Reihe von Ein-
und Ausshlusskriterien erfolgen muss (siehe Tabelle 3.1) [155℄.
In Zellkultur wahsende Mesangialzellen ersheinen im Mikroskop als sternförmige,
adhärente Zellen mit spindelförmigen Ausläufern. Die Zellen tendieren dazu, in
Aggregaten zu wahsen und kleine Hügel zu bilden, wenn sie konuent werden.
Sie enthalten unter anderem die Intermediärlamente Desmin und Vimentin
sowie α-Smooth Musle Atin (α-SMA), ein Bestandteil glatter Muskelzellen.
Zytokeratine werden eigentlih als Epithelzellmaker angesehen, konnten aber auh auf
Mesangialzellen nahgewiesen werden. Dagegen sind Endothelzellharakteristika
eindeutige Ausshlusskriterien: Faktor VIII, Weibel-Palade-Körperhen und
ACE-Aktivität können in Mesangialzellen niht nahgewiesen werden.
Tabelle 3.1: Ein- und Ausshlusskriterien zur Charakterisierung der glomerulären
Mesangialzellen [155℄.
Kriterium:
Morphologie: sternförmig, spindelförmig, hügeliges Wahstum bei Konuenz,
kein epithelzellartiges Aussehen: Kopfsteinpaster-artige
Anordnung der Zellen mit kuppelartigen Rundungen,
keine Weibel-Palade-Körperhen wie in Endothelzellen
positive Färbung: Fibronektin, Vimentin, Thy 1.1, Zytokeratin,
α-Smooth Musle Atin (α-SMA), Desmin, Myosin
negative Färbung: Faktor VIII, AC-LDL; CD45, Ia Antigene
Enzyme: kein ACE
Toxine: + Mitomyzin C, - Puromyzin
Wahstum: + D-Valin-haltiges Medium
Kontraktilität: + Angiotensin II, Vasokonstriktoren
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Abbildung 3.1: Morphologie und Immunuoreszenzfärbung der primären Mesangialzellen.
Links oben: primäre Mesangialzellen in Zellkultur Rehts oben: Phalloidinfärbung. Links
unten: Smooth Musle Atin-Färbung. Rehts unten: Zytokeratin-Färbung.
Eine Kopfsteinpaster-artige Anordnung der Zellen mit kuppelartigen Rundungen
und Zilien spriht für eine Epithelzellkultur und lässt sih somit eindeutig von der
stern- und spindelförmigen Mesangialzellmorphologie abgrenzen.
Ab der 6. Passage wurden die gewonnenen primären Mesangialzellen durh
Beurteilung der Morphologie im Mikroskop und mittels Immunuoreszenzfärbungen
harakterisiert. Die Zellen wuhsen adhärend und wiesen die für Mesangialzellen
harakteristishe Zellmorphologie auf. Die isolierten primären Mesangialzellen waren
als sternförmige Zellen mit langen spindelförmigen Zellausläufern erkennbar, wie in
der Zellkulturabbildung und in der Fluoreszenzfärbung mit dem Zytoskelettmarker
Phalloidin sihtbar ist. In der Immunuoreszenzfärbung sind die primären
Mesangialzellen positiv für α-SMA und negativ für Zytokeratin (siehe Abbildung 3.1).
3.1.2 Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf
primären Mesangialzellen
Shon in früheren Studien konnte gezeigt werden, dass Toll-like Rezeptoren in der
Niere exprimiert werden. Dabei konnten vershiedene Expressionsmuster der einzelnen
Zellarten nahgewiesen werden. Bisher ist die TLR-Expression der Mesangialzellen nur
in einer murinen Zelllinie belegt worden [148℄. Mesangialzellen exprimieren die Toll-like
Rezeptoren 1 bis 6 und 11. TLR7 und 9 konnten niht nahgewiesen werden. Dieses
Ergebnis konnte nun auh in den primären Mesangialzellen mittels real time RT-PCR
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Abbildung 3.2: Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf primären
Mesangialzellen: RNA wurde aus kultivierten primären Mesangialzellen mit und ohne
Stimulation mit 200 U/ml Ifn-γ and 500 U/ml Tnf-α über 24 Stunden gewonnen und in
DNA umgeshrieben. Die mRNA-Expression wurde mittels real-time RT-PCR bestimmt.
Es wurden die Primerpaare für TLR1-7, 9, 11, MDA-5 und RIG-I eingesetzt. Dargestellt
sind die Ergebnisse aus 2 unabhängigen Experimenten. * p<0.05 versus Medium.
bestätigt werden (siehe Abbildung 3.2). Die mRNA-Expressionsanalyse zeigte zudem
die Expression der Helikasen MDA-5 und RIG-I. Die Stimulation der Zellen mit den
proinammatorishen Zytokinen IFN-γ (200U/ml Medium) und TNF-α (500U/ml
Medium) über 24 Stunden bewirkte eine signikante Hohregulation der mRNA
für TLR3 und RIG-I, während die Expression der restlihen Toll-like Rezeptoren
weitgehend gleih blieb.
3.2 Aktivierung der primären Mesangialzellen durh
exogene und endogene Liganden in vitro
Wie shon frühere Studien zeigten, können Mesangialzellen durh eine Reihe
von Substanzen aktiviert werden und proinammatorishe Zytokine freisetzen
(siehe Einleitung). Liganden der Toll-like Rezeptoren wurden shon in älteren
Publikationen, noh bevor die Toll-like Rezeptoren beim Menshen entdekt worden
sind, als Stimulanzien glomerulärer Mesangialzellen beshrieben. So wurde von
untershiedlihen Gruppen Ende der 1980'er gezeigt, dass eine Koinkubation mit
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LPS, heute als TLR4-Ligand bekannt, zu einer Ausshüttung vershiedener Zytokine
und Chemokine wie TNF-α, IL-1 und RANTES führt [156℄ [157℄ [40℄. Weitere
in vitro-Experimente mit der murinen Mesangialzelllinie zeigten, dass auh andere
TLR-Liganden wie Poly(I:C) und Pam3Cys eine Aktivierung der Zellen bewirken
können [148℄.
3.2.1 Stimulation der primären Mesangialzellen mit Liganden
der Pathogen-Erkennungsrezeptoren
Um die bisherigen Daten mit der murinen Mesangialzelllinie in primären
Mesangialzellen zu bestätigen, wurden diese mit den kommerziell erwerblihen
TLR-Liganden Pam3Cys, Poly(I:C), LPS, Imiquimod und CpG-DNA koinkubiert
und die induzierte IL-6-Ausshüttung mittels ELISA gemessen. Entsprehend dem
TLR-Expressionsprol reagierten die aus C57BL/6 Wildtyp-Mäusen gewonnenen
primären Mesangialzellen positiv auf Pam3Cys (TLR1 und 2), Poly(I:C) (TLR3)
und LPS (TLR4), während die Stimulation mit Imiquimod und CpG-DNA zu
keiner nahweisbaren Zytokinfreisetzung führte, da weder TLR7 noh TLR9 auf
Mesangialzellen exprimiert werden (siehe Abbildung 3.3 und 3.4). Zudem wurden
auh primäre Mesangialzellen aus Myd88-, Trif- und Tlr2-Knokout-Mäusen mit
den Liganden stimuliert. Pam3Cys-Stimulation der Trif-dezienten primären
Mesangialzellen bewirkte eine mit den Wildtyp-pMC vergleihbare IL-6-Freisetzung,
während in den Myd88- und Tlr2-dezienten Zellen kein IL-6 detektiert werden konnte.
Die Koinkubation mit LPS ergab eine vergleihbare IL-6-Induktion in Wildtyp- und
Tlr2-dezienten pMC, welhe in Myd88-dezienten Zellen niht nahweisbar war. Die
Trif-dezienten Mesangialzellen hingegen zeigten im Vergleih zu den Wildtyp-Zellen
eine niedrigere IL-6-Ausshüttung nah LPS-Stimulation (siehe Abbildung 3.3).
Poly(I:C) wurde in untershiedlihen Konzentrationen verwendet. So ergab die
Koinkubation mit 100µg/ml Poly(I:C) im Verlgeih zur Medium-Kontrolle keine
signikante Zytokin-Freisetzung. Erst die Vorstimulation mit TNF-α und IFN-γ
über 24 Stunden bewirkte eine im Vergleih zu anderen Liganden wie LPS
und Pam3Cys niedrige IL-6-Ausshüttung in Wildtyp- und Myd88-dezienten
pMC, die in den Trif-dezienten pMC vollständig fehlte. Zusätzlih wurden die
primären Mesangialzellen mit jeweils 1µg komplexierter Poly(I:C)- und 3P-RNA
inkubiert, um die zytosolishen RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-I respektive in
Mesangialzellen zu aktivieren. Dazu musste die RNA mit kationishen Lipiden
(Lipo/Lipofetamin 2000) umhüllt werden, um eine Transfektion der Liganden
in das Zytolsol zu gewährleisten. Die Stimulation mit komplexierter RNA
ergab eine vergleihbare hohe IL-6-Freistzung in Wildtyp-, Trif-dezienten und
Myd88-dezienten primären Mesangialzellen. Die Ergebnisse zeigen somit, dass
komplexierte RNA TLR-unabhängig Mesangialzellen stimulieren kann. Dies lässt
sih am wahrsheinlihsten durh die Bindung an die zytosolishen RNA-Helikasen
MDA-5 und RIG-I erklären, die eine TLR-unabhängige Signalweiterleitung vermitteln.
In den Medium-Kontrollen mit und ohne Vorstimulation mit TNF-α und IFN-γ
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Abbildung 3.3: Eekt der Liganden der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf primäre
Mesangialzellen: Primäre Mesangialzellen aus Wildtyp, Trif-dezienten, Myd88-dezienten
und Tlr2-dezienten Mäusen wurden mit Pam3Cys, LPS, Imiquimod und CpG-DNA über
24 Stunden stimuliert. IL-6 wurde im Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten
repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten,
die jeweils in dreifaher Ausführung analysiert worden sind. LPS = Lipopolysaharid, n.d.
= niht detektierbar. * p<0.05 versus Wildtyp.
und nah Gabe von kationishen Lipiden allein konnte keine IL-6-Freisetzung der
Mesangialzellen nahgewiesen werden (siehe Abbildung 3.4).
3.2.2 Nahweis der Zell-Proliferation durh Liganden der
Pathogen-Erkennungsrezeptoren
Um weitere Eekte der TLR-Liganden bei primären Mesangialzellen zu
untersuhen, wurde anhand eines Proliferations Assay die Zellproliferation nah
Liganden-Stimulation bestimmt. Wildtyp-Mesangialzellen wurden wie in Abbildung
3.3 und 3.4 mit den Liganden Pam3Cys, LPS und Poly(I:C) für 24 Stunden inkubiert.
Die Gabe von Pam3Cys und LPS bewirkte eine deutlihe Proliferation der Zellen im
Vergleih zu niht-stimulierten primären Mesangialzellen, wobei die Zellvermehrung
durh LPS im Vergleih zu Pam3Cys stärker induziert wurde (siehe Abbildung
3.5). Interessanterweise konnte dieses Ergebnis nah Vorstimulation mit TNF-α
und IFN-γ niht reproduziert werden. Es konnte zwar nah Ligandenstimulation
eine Zellproliferation nahgewiesen werden, aber in wesentlih geringerem Ausmaÿ
als ohne Vorstimulation. Die Stimulation mit TNF-α und IFN-γ ergab nur eine
leihte Zunahme der Zellaktivität. Durh Stimulation mit Poly(I:C) (100µg/ml nah
Vorstimulationmit TNF-α und IFN-γ) konnte kein vermehrtes Zellwahstum induziert
53
3 Ergebnisse
Abbildung 3.4: Eekt von Poly(I:C)-RNA und 3P-RNA auf primäre Mesangialzellen:
Mesangialzellen aus Wildtyp, Trif-dezienten und Myd88-dezienten Mäusen wurden mit
Poly(I:C)-RNA (pIC) und 3P-RNA über 24 Stunden stimuliert. Zur Vorstimulation wurden
die Mesangialzellen mit 200 U/ml Ifn-γ and 500 U/ml Tnf-α über 24 Stunden inkubiert. Zur
Komplexierung der RNA wurde Lipofetamin2000 verwendet. IL-6 wurde im Zellüberstand
mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung
aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführung analysiert worden
sind. Lipo = Lipofetamin2000, n.d. = niht detektierbar.
werden, im Gegenteil, die Zellaktivität nahm im Vergleih zu den Kontrollzellen
deutlih ab. Die Vorstimmulation mit TNF-α und IFN-γ für die Stimulation mit
Poly(I:C) war nötig, da die primären Mesangialzellen durh Poly(I:C)-Gabe allein
kein IL-6 freisetzten (siehe Abbildung 3.4).
3.2.3 Apoptotishe und nekrotishe Zellen als endogene
Liganden
In der Pathogenese der Glomerulonephritis werden häug fokale glomeruläre
Zellnekrosen beobahtet. Daher kann man davon ausgehen, dass Mesangialzellen
mit absterbenden Zellen und deren Derivaten in Kontakt kommen und durh diese
aktiviert werden können. Wie in der Einleitung shon beshrieben, werden von
apoptotishen und nekrotishen Zellen vershiedene Moleküle freigesetzt, die unter
anderem über TLR-Aktivierung Antigen-präsentierende Zellen stimulieren können
[158℄[121℄. Mesangialzellen besitzen auh Eigenshaften Antigen-präsentierender Zellen
und sind zur Phagozytose fähig. Auf diese Befunde aufbauend sollte untersuht werden,
ob die primären Mesangialzellen durh totes Zellmaterial aktiviert werden können.
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Abbildung 3.5: Proliferation der primären Mesangialzellen durh TLR-Liganden: Primäre
Mesangialzellen aus Wildtyp Mäusen wurden mit Pam3Cys, LPS, und Poly(I:C)-RNA (pIC)
mit und ohne Vorstimulation mit 200 U/ml Ifn-γ und 500 U/ml Tnf-α über 24 Stunden
stimuliert. Die gemessene Absorption entspriht der Menge stowehselaktiver Zellen.
Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung aus 3 unabhängigen
Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführung analysiert worden sind. LPS =
Lipopolysaharid, n.d. = niht detektierbar. * p<0.05 versus Medium, ** p<0,05 versus
IFN-γ/Tnf-α-Stimulation.
Apoptotishe Thymozyten Hierzu wurden Thymozyten aus 4 Wohen alten
Wildtyp-Mäusen gewonnen und mittels Dexamethason in Apoptose getrieben.
Anshlieÿend wurden die Annexin V-positiven Zellen mit Hilfe der MiroBead-Tehnik
angereihert. Die niht-selektierte Zellsuspension bestand aus 53% lebenden (Annexin
V-, Propidium Iodid-negativ), 37% apoptotishen (Annexin V-positiv, Propidium
Iodid negativ) und 9% (sekundär) nekrotishen (Annexin V-, Propidium Iodid-positiv)
Zellen. Der prozentuale Anteil der rein apoptotishen Zellen konnte durh
Anreiherung der Annexin V-positiven Zellen von 37% auf 90% angehoben werden,
während lebende Zellen fast vollständig aussortiert wurden. Das Mengenverhältnis der
nekrotishen Thymozyten blieb mit 9% gleih (siehe Abbildung 3.6).
Nah Vorstimulation mit IFN-γ und TNF-α für 24 Stunden wurden die primären
Mesangialzellen mit den Annexin V-angereiherten Thymozyten für weitere 24
Stunden inkubiert. Die Zellen wurden in folgenden Mengenverhältnissen stimuliert:
1:1, 1:10 und 1:50 (Zellzahl der pMC : Zellzahl der Thymozyten), d.h. es
wurde eine bis zu 50-fahe Anzahl apoptotisher bzw. nekrotisher Zellen auf
die kultivierten Mesangialzellen gegeben, so dass diese fast vollständig von
Thymozyten bedekt waren (Thymozyten sind um ein Vielfahes kleiner als primäre
Mesangialzellen). Die Koinkubation ergab eine Dosis-abhängige IL-6-Freisetzung der
Wildtyp-Mesangialzellen, die aber im Vergleih zur Stimulation mit komplexierter
Poly(I:C)-RNA um ein 5-fahes niedriger war (siehe Abbildung 3.7). Kultivierte
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Abbildung 3.6: Anreiherung von apoptotishen Thymozyten: Apoptotishe Thymozyten
wurden mittels Dexamethason-Behandlung gewonnen und durh magnetishe Beads gegen
Annexin V angereihert. Mittels Durhusszytometrie wurde die Anreiherung nahgewiesen.
Die FACS-Daten zeigen den prozentualen Anteil von Propidium Iodid- und Annexin
V-positiven Thymozyten vor (links) und nah magnetisher Bead-Anreiherung (rehts).
Abbildung 3.7: Stimulation der primären Mesangialzellen mit apoptotishen Zellen:
Primäre Mesangialzellen von Wildtyp-, Trif-dezienten, Myd88-dezienten und
Tlr2-dezienten Mäusen wurden mit ansteigender Anzahl apoptotisher Zellen für 24
Stunden inkubiert. Als Kontrolle diente Poly(I:C)-RNA komplexiert mit Lipofetamin2000.
IL-6 wurde im Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die
Mittelwerte mit Standardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in
dreifaher Ausführung analysiert worden sind. Lipo = Lipofetamin2000, n.d. = niht
detektierbar, n.s. = niht signikant.
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Abbildung 3.8: Stimulation der primären Mesangialzellen mit aufgereinigter RNA: Primäre
Mesangialzellen (pMC) aus Wildtyp-, Trif-dezienten und Myd88-dezienten Mäusen wurden
mit präparierter Gesamt-RNA aus primären Mesangialzellen und apoptotishen Thymozyten
komplexiert mit kationishen Lipiden stimuliert. IL-6 wurde im Zellüberstand mittels
ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung aus
3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführung analysiert worden sind.
n.d. = niht detektierbar. * p<0.05 versus Wildtyp, ** p<0.01 versus Wildtyp.
Thymozyten alleine setzten kein IL-6 frei (Daten niht gezeigt). Die Stimulation
der Knokout-pMC ergab, dass MyD88 und TLR2 wesentlih an der Aktivierung
von primären Mesangialzellen durh apoptotishe/nekrotishe Zellen beteiligt sind.
Dagegen zeigten Trif-deziente pMC nur eine geringe, niht signikante Verminderung
der IL-6-Ausshüttung im Vergleih zu den Wildtyp-pMC. Als Kontrolle der
Viabilität aller Zellpopulationen diente die TLR-unabhängige Stimulation mit
komplexierter Poly(I:C)-RNA (ohne Vorstimulation), welhe eine vergleihbar hohe
IL-6-Ausshüttung bewirkte und somit eine vergleihbare Zellaktivität der einzelnen
Zellarten belegte. Ohne TNF-α/IFN-γ-Vorstimulation der Zellen konnte keine
Induktion von IL-6 durh apoptotishe Thymozyten nahgewiesen werden. Die
Vorstimulation allein ergab keine IL-6-Produktion (Daten niht gezeigt).
Aufgereinigte RNA Nahdem die Stimulations-Experimente eine geringe, wenn
auh niht signikante Verringerung der IL-6-Freisetzung in den Trif-dezienten
Mesangialzellen zeigten, ershien es plausibel, dass RNA-Moleküle aus den
apoptotishen Zellen TRIF-abhängig Mesangialzellen aktivieren könnten. Um diese
Hypothese zu prüfen, wurden aufgereinigte RNA-Extrakte aus apoptotishen
Thymozyten und primären Mesangialzellen gewonnen und für weitere in
vitro-Stimulationen verwendet. Die RNA-Extrakte wurden vor Stimulation mit
kationishen Lipiden inkubiert, um die geringe RNA-Menge (1µg) vor einem Abbau
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durh RNasen im Zellkulturmedium zu shützen. Die aufgereinigte RNA bewirkte bei
den Wildtyp-pMC eine im Vergleih zu anderen TLR-Liganden niedrige Induktion von
IL-6, die als überwiegend TRIF-abhängig gesehen werden kann, da die Trif-deziente
Zellen im Vergleih zu den Wildtyp-pMC signikant weniger IL-6 freisetzten (siehe
Abbildung 3.8). Die erniedrigte IL-6-Induktion in Myd88-dezienten pMC lässt sih
am wahrsheinlihsten dadurh erklären, dass die präparierte RNA niht ganz frei
von anderen TLR-Liganden war, welhe einen gemeinsamen Signalweg über das
Adapterprotein MyD88 haben.
Überstand nekrotisher Zellen Weiterhin sollte untersuht werden, ob Substanzen,
die durh Apoptose bzw. Nekrose freigesetzt werden, eine Aktivierung glomerulärer
Mesangialzellen bewirken. Somit könnten Moleküle, die nur von sterbenden Zellen
freigesetzt werden, möglihe endogene Liganden darstellen und so durh Aktivierung
intrinsisher renaler Zellen zur Pathogenese der Glomerulonephritis beitragen.
Dazu wurden vershiedene Zelllinien durh wiederholtes Einfrieren und Auftauen
nekrotish gemaht, der Mediumüberstand gewonnen und für Stimulationszweke
verwendet. Als Quelle nekrotisher Zellüberstände wurde die murine Mesangialzelllinie
(MMC), die Fibroblastenzelllinie NIH3T3, die Tubulus-Fibroblastenzelllinie (TFB)
und die murine Tubuluszelllinie (MTC) eingesetzt. Mediumüberstände nekrotisher
NIH3T3-Zellen bewirkten eine mit den TLR-Liganden LPS und Pam3Cys
vergleihbare IL-6-Induktion in den primären Mesangialzellen. Es wird davon
ausgegangen, dass eine glomeruläre Zellshädigung in einem entzündlihen Umfeld
stattndet, d.h. dem Absterben von Zellen geht eine Einwanderung von
Entzündungszellen und damit Freisetzung proinammatorisher Zytokine voraus.
Dieser Zustand kann in vitro durh Gabe der proinammatorishen Zytokine
TNF-α und IFN-γ imitiert werden. Tatsählih konnte durh Vorstimulation ein
synergistisher Eekt proinammatorisher Zytokine und nekrotishen Zellmaterials
erzielt werden. Die Vorstimulation bewirkte bei allen Stimulationen mit nekrotishen
Überständen eine signikante Dosis-abhängige Anhebung der IL-6-Produktion in
den primären Mesangialzellen aus Wildtyp-Mäusen (siehe Abbildung 3.9). In den
nekrotishen Zellüberständen konnte kein IL-6 nahgewiesen werden (Daten niht
gezeigt).
Wie shon in früheren Publikationen gezeigt werden konnte, setzen absterbende
Zellen Moleküle frei, die unter anderem TLR-abhängig Antigen-präsentierende Zellen
aktivieren können (siehe Einleitung). Um dies in der Niere speziell an Mesangialzellen
zu untersuhen, wurden primäre Myd88-, Tlr2-, und Trif-deziente Mesangialzellen
mit den nekrotishen Zellüberständen inkubiert. Es wurden die Zellüberstände der
NIH3T3-Fibroblastenzelllinie verwendet, da diese den stärksten Stimulus für eine
IL-6-Ausshüttung in Mesangialzellen darstellten. Die Mesangialzellen wurden mit
untershiedlihen Mengenverhältnissen inkubiert: 1:10, 1:2 und 1:1 (nekrotisher
Zellüberstand : Zellkulturmedium der pMC). Es konnte somit eine Dosis-abhängige
Stimulation durh nekrotishes Zellmaterial nahgewiesen werden (siehe Abbildung
3.10).
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Abbildung 3.9: Stimulation der primären Mesangialzellen mit Mediumüberständen
nekrotisher Zellen: Nekrose wurde durh mehrmaliges Einfrieren und Auftauen in Zellen
induziert und der Mediumüberstand gewonnen. Primäre Mesangialzellen wurden mit den
Mediumüberständen nekrotisher Zellen im Verhältnis 1:1 zu frishem Zellkulturmedium
mit und ohne Vorstimulation mit mit TNF-α und IFN-γ für 24 Stunden inkubiert.
Nekrotishe Zellüberstände wurden aus MMC (murine Mesangialzelllinie), primären
Mesangialzellen, TFB (Tubulusbroblastenzelllinie), MTC (murine Tubuluszelllinie),
NIH3T3 (Fibroblastenzelllinie) gewonnen. Als Kontrollen wurden Pam3Cys und LPS
verwendet. IL-6 wurde im Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren
die Mittelwerte mit Standardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in
dreifaher Ausführung analysiert worden sind. * p<0.05 versus Wildtyp, ** p<0.01 versus
Wildtyp.
Wie Abbildung 3.10 zeigt, können Myd88- und Tlr2-deziente Mesangialzellen
niht durh die Stimulation mit Zellmedium nekrotisher Zellen aktiviert werden. Die
Trif-dezienten primären Mesangialzellen zeigten im Vergleih zu den Wildtyp-pMC
eine signikant verminderte IL-6-Ausshüttung. Als Kontrolle der Zellviabilität diente
die TLR-unabhängige Stimulation mit komplexierter Poly(I:C)-RNA.
Auh die Freisetzung des Chemokins CXCL9/MIG (Monokine Indued
by Interferon-γ) zeigte eine MyD88-Abhängigkeit nah Stimulation mit
Mediumüberständen nekrotisher NIH3T3-Fibroblasten. Jedoh konnte dieses
Resultat nur nah Vorstimulation mit Interferon-γ und TNF-α gezeigt werden (siehe
Abbildung 3.11). Ohne Vorstimulation konnte MIG in Mesangialzellüberständen nah
Stimulation mit TLR-Liganden niht nahgewiesen werden (Daten niht gezeigt).
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Abbildung 3.10: Stimulation primärer Mesangialzellen aus Wildtyp-, Trif-dezienten,
Myd88-dezienten und Tlr2-dezienten Mäusen mit Mediumüberständen nekrotisher Zellen:
Primäre Mesangialzellen wurden mit Mediumüberständen nekrotisher NIH3T3-Zellen im
ansteigendem Verhältnis zu frishem Zellkulturmedium für 24 Stunden inkubiert. Als
Kontrolle diente die Stimulation mit komplexierter Poly(I:C)-RNA (pIC). IL-6 wurde
im Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit
Standardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführung
analysiert worden sind. Lipo = Lipofetamin2000 n.d. = niht detektiert. * p<0.05 versus
Wildtyp.
Abbildung 3.11: Nahweis der CXCL9/MIG-Freisetzung nah Stimulation mit
Mediumüberständen nekrotisher Zellen: Stimulation primärer Mesangialzellen aus Wildtyp-,
Trif- und Myd88-dezienten Mäusen mit Mediumüberständen nekrotisher NIH3T3-Zellen.
Für die Vorstimulation wurden 300 U/ml IFN-γ und TNF-α verwendet. CXCL9/MIG wurde
im Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit
Standardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführung
analysiert worden sind. n.d. = niht detektiert.
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3.3 Eekt der nephrotoxishen Serumnephritis in
Trif- und Myd88-dezienten Mäusen
Bei dem Modell der nephrotoxishen Serumnephritis wird durh systemishe Gabe
von Antiserum gegen die glomeruläre Basalmembran eine mesangioproliferative
Immunkomplex-Glomerulonephritis induziert. Vor dem Hintergrund der in vitro
erhaltenen Ergebnisse sollte die in vivo-Relevanz der Signal-Adapterproteine TRIF
und MyD88 untersuht werden.
3.3.1 Proteinurie
Die Proteinurie wurde aus wöhentlihen Urinproben bestimmt. Wildtyp-Mäuse
zeigten nah Gabe des nephrotoxishen Serums eine progrediente Albuminurie
im Verlauf von drei Wohen. Die Trif-dezienten Mäuse entwikelten eine den
Wildtyptieren vergleihbare Proteinurie (Tag 14 und 21). Der anfänglih verzögerte
Verlauf der Albuminurie (Tag 7) war niht signikant untershiedlih. Im Gegensatz
dazu konnte bei den Myd88-dezienten Mäusen in keiner der gewonnenen Urinproben
Albumin nahgewiesen werden. Während Wildtyp- und Trif-deziente Mäuse
somit eine massive Proteinurie innerhalb von 21 Tagen entwikelten, blieben die
Myd88-dezienten Tiere vollständig davor bewahrt.
Abbildung 3.12: Proteinurie im Verlauf der experimentellen
Immunkomplex-Glomerulonephritis: Urinalbumin/Kreatinin-Ratio wurde von den Mäusen
am Tag 0, 7, 14 und 21 bestimmt. Pro Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuse analysiert. Die





Serum der behandelten Mäuse wurde am Tag 21 nah Gabe des nephrotoxishen
Serum gewonnen und analysiert. Eine Hypalbuminämie und Hyperholesterinämie
konnte in den Wildtyp-Mäusen festgestellt werden, was mit dem Ergebnis der
Proteinurie übereinstimmte. Des Weiteren waren die Werte für Serum-Kreatinin und
Harnsto-N erhöht. Entsprehend den Proteinurie-Daten, zeigte die Laboranalyse
der Serumproben keine signikanten Untershiede der Trif-dezienten Mäuse
gegüber den Wildtyp-Tieren. Wie in Abbildung 3.13 erkennbar, konnte in den
Trif-dezienten Mäusen ebenfalls eine Hypalbuminämie, Hyperholesterinämie, ein
erhöhtes Serum-Kreatinin und erhöhter Harnsto-N nahgewiesen werden. Im
Untershied dazu zeigte das Labor der Myd88-dezienten Mäuse analog zu den
Proteinurie-Daten normale Werte.
Abbildung 3.13: Serumhemie: 21 Tage nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis
wurde Serum gewonnen und Albumin, Cholesterin, Kreatinin und Harnsto-N analysiert. Pro
Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuse analysiert. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte
mit Standardabweihung. n.d. = niht detektiert, n.s. = niht signikant. ** p<0.01 versus
Wildtyp.
62
3.3 Eekt der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif- und Myd88-dezienten Mäusen
3.3.3 Nahweis von autologen
Anti-Kaninhen-Immunglobulinen
Zur Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis wurde ein im Kaninhen
gewonnenes Serum appliziert, das gegen die glomeruläre Basalmembran gerihtet ist.
Zusätzlih erfolgte 3 Tage vor Serumgabe eine Präimmunisierung mit Kanihen-IgG.
Bei erfolgreiher Induktion der Nephrotoxishen Serum Nephritis bilden die Mäuse
Antikörper gegen Kaninhen-Immunglobulin G. Diese zirkulierenden Antikörper
wurden in den Serumproben am Tag 21 mittels ELISA in allen Versuhstieren
nahgewiesen. Diese Daten bestätigen, dass in allen getesteten Tieren das NSN-Modell
gleihermaÿen induziert worden ist. Weder TRIF noh MyD88 sheinen somit eine
Rolle bei der humoralen Immunantwort nah Gabe des nephrotoxishen Serums zu
spielen. In den Kontrollmäusen (Wildtyp naiv) konnten hingegen keine Antikörper
nahgewiesen werden (siehe Abbildung 3.14).
Abbildung 3.14: Nahweis autologer Immunglobulin G-Antikörper: Zirkulierende
Anti-Kaninhen-IgG wurden im Serum 21 Tage nah Induktion der Nephrotoxishen Serum
Nephritis mittels ELISA nahgewiesen. Die Serumwerte der Verdünnungsstufen wurden in
arbiträren Einheiten angegeben. Pro Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuse analysiert. Die
Daten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung. OD = Optishe Dihte.
3.3.4 T-Zell-Aktivierung
Um die zelluläre Immunantwort nah Gabe des nephrotoxishen Serums
zu testen wurden Splenozyten am Tag 21 gewonnen und in vitro mit
Kaninhen-Immunglobulin G restimuliert. Der Mediumüberstand wurde nah 72
Stunden mittels ELISA auf IFN-γ getestet und die Splenozyten mit Anti-CD69,
einem Marker der T-Zell-Aktivierung gefärbt. Die Oberähenexpression von
CD69-positiven Splenozyten wurde mittels Durhusszytometrie bestimmt. Die Zellen
der Wildtyp-Mäuse produzierten spezish nah Kaninhen-IgG-Stimulation IFN-γ,
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Abbildung 3.15: Nahweis der Interferon-γ-Freisetzung aus Splenozyten als Marker der
T-Zell-Aktivierung: Splenozyten wurden 21 Tage nah Induktion der nephrotoxishen
Serumnephritis gewonnen und mit Kaninhen-IgG für 72 Stunden restimuliert. Die
spezishe T-Zell-Antwort gegen Kaninhen-IgG wurde durh Interferon-γ-Nahweis im
Zellkulturmedium mittels ELISA nahgewiesen. Als Kontrolle diente die Stimulation mit
Shaf-IgG. Pro Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuse analysiert. Die Daten repräsentieren die
Mittelwerte mit Standardabweihung. n.s. = niht signikant.
während hingegen in Überständen nah Stimulation mit Shaf-Immunglobulin G
sowie in der Mediumkontrolle kein IFN-γ nahweisbar war (siehe Abbildung 3.15).
Zellen der Trif-dezienten Tiere zeigten eine den Wildtyp-Zellen vergleihbare
IFN-γ-Ausshüttung, während hingegen in den Myd88-dezienten Splenozyten kein
IFN-γ nahweisbar war. Analog zu den ELISA-Daten konnte in der FACS-Analyse
eine vermehrte CD69-Expression der CD8-positiven T-Zellen nah Gabe von
Kanihen-IgG gezeigt werden (siehe Abbildungen 3.16 und 3.17). Die Stimulation
mit dem unspezishen Shaf-IgG führte zu einer der Mediumkontrolle vergleihbaren
CD69-Expression. In den restimulierten Splenozyten der behandelten Trif-Mäuse
konnte eine T-Zell-Aktivierung verlgeihbar mit den Wildtyp-Zellen nahgewiesen
werden. Splenozyten der behandelten Myd88-dezienten Tiere konnten hingegen
niht reaktiviert werden, was darauf hindeutet, dass MyD88 durh die fehlende
T-Zell-Aktivierung in dem NSN-Modell eine wesentlihe Bedeutung hat.
3.3.5 Nahweis der renalen Leukozyteninltration
Um renale Leukozyteninltrate bei der nephrotoxishen Serumnephritis besser
quantizieren zu können, wurde eine Oberähenfärbung der Nierenzellen
durhgeführt. Dazu wurde zunähst eine Einzelzellsuspension aus Nierengewebe
der Mäuse mit induzierter Serum Nephrits gewonnen. Nah Färbung mit
den Oberähenmarkern für CD45, CD3, CD4, CD8 und F4/80 wurden die
Nierenzellen mittels Durhusszytometrie analysiert (siehe Abbildungen 3.18 und
64
3.3 Eekt der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif- und Myd88-dezienten Mäusen
Abbildung 3.16: Nahweis der CD69-Expression auf CD8-positiven Splenozyten als Marker
der T-Zell-Aktivierung: Splenozyten wurden 21 Tage nah Induktion der nephrotoxishen
Serumnephritis gewonnen und mit Kaninhen-IgG für 72 Stunden restimuliert. Die





Durhusszytometrie nahgewiesen. Als Kontrolle diente die Stimulation mit Shaf-IgG.
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Abbildung 3.17: Auswertung der CD69-Expression auf CD8-positiven Splenozyten:
Splenozyten wurden 21 Tage nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis gewonnen
und mit Kaninhen-IgG für 72 Stunden restimuliert. Die spezishe T-Zell-Antwort gegen




-Zellen mittels Durhusszytometrie nahgewiesen.
Als Kontrolle diente die Stimulation mit Shaf-IgG. Dargestellt ist der Mittelwert mit




-Zellen aus je 10 Tieren pro
Versuhsgruppe. Pro Probe wurden 100.000 Events analysiert. ** p<0.01 versus Wildtyp.
3.19). In der FACS-Analyse wurden zunähst die CD45-positiven Zellen markiert,
um das gesamte Leukozyteninltrat zu quantizieren. Im Mittel wiesen die
Wildtyp-Mäuse 13% CD45-positiven Zellen auf. In Trif-dezienten Tieren konnte
8% Leukozyteninltration der Nierenzellsuspension nahgewiesen werden. Dieser
Untershied war in der statistishen Analyse jedoh niht signikant. Hingegen
wurde in Myd88-Knokout-Mäusen eine Leukozyteninltration von unter 5%
nahgewiesen, welhe im Vergleih mit den Wildtyp-Mäusen signikant erniedrigt
war. Die Auswertung der CD4- und CD8-T-Zellen ergaben jeweils einen Anteil
von höhstens 2% der CD4-postiven Zellen und höhstens 1% der CD8-positiven
Zellen der Gesamtnierenzellzahl. Hier konnten keine signikanten Untershiede
zwishen den einzelnen Versuhgruppen festgestellt werden. Für die Analyse der
renalen Makrophagen-Inltration wurden die Nierenzellsuspensionen mit F4/80-
und CD45-Antikörpern gefärbt. In den Nieren der Wildtyp-Mäuse waren im
Mittel 10% Makrophagen nahweisbar, während Trif-deziente Mäuse einen
Makrophagenanteil von 7% und die Myd88-deziente Tiere von 2% aufwiesen.
Ein signikanter Untershied in der Makrophageninltration konnte zwishen
Wildtyp- und Trif-dezienten Mäusen niht nahgewiesen werden. Dagegen war der
renale Makrophagenanteil in den Myd88-dezienten Mäusen nah Induktion der
nephrotoxishen Serumnephritis minimal und somit signikant geringer im Vergleih
zu den Wildtyp-Mäusen.
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Abbildung 3.18: Nahweis der renalen Leukozyteninltration: Zum Nahweis der T-Zellen
und Makrophagen in der Niere nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis wurde
eine Einzelzellsuspension aus Nierengewebe gewonnen und mittels Durhusszytometrie
analysiert. Es wurden zunähst die CD45
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Abbildung 3.19: Auswertung der renalen Leukozyteninltration bei der nephrotoxishen









-Makrophagen. Jeweils 10 Mäuse pro Versuhsgruppe wurden analysiert. Pro
Probe wurden 100.000 Events gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit
Standardabweihung. n.s. = niht signikant. ** p<0.01 versus Wildtyp.
3.3.6 Histologishe Auswertung
Die histologishe Aufbereitung erfolgte 21 Tage nah Gabe des nephrotoxishen
Serums. Die Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis führte in den
Wildtyp-Mäusen zu einer mesangioproliferativen Glomerulonephritis mit
Halbmondbildung. In der PAS-Färbung lassen sih glomeruläre und periglomeruläre
Ablagerungen nahweisen. Zur Beurteilung der Leukozyten-Inltration wurden
immunhistologishe Färbungen angefertigt, die jeweils Ma-2-positive Makrophagen
oder CD3-positive T-Lymphozyten darstellten. Es fanden sih glomeruläre,
periglomeruläre und dius interstitielle Makrophagen-Inltrate. T-Lymphozyten
waren hauptsählih periglomerulär im Bereih von Halbmonden sowie interstitiell
lokalisiert. Eine Shädigung der Tubuli im Interstitium wird durh den Nahweis der
Tubulusatrophie, intratubulärer Proteinablagerungen sowie einer diuser interstitieller
Fibrose deutlih. Die histologishe Färbung der Nieren der Trif-dezienten Mäuse
ergab keinen signikanten Untershied zu der Wildtyp-Kontrollgruppe. Im Gegensatz
dazu waren die histologishen Shnitte der Myd88-dezienten Tiere unauällig.
Somit waren die morphologishen Merkmale der Wildtyp- und Knokout-Mäuse
mit den funktionellen Befunden in der Serumhemie und der Proteinurie konsistent.
Wildtyp- und Trif-deziente Mäuse entwikelten eine histologish und klinish
nahweisbare Glomerulonephritis, während in Myd88-dezienten Mäuse keine
glomeruläre Shädigungen nahweisbar waren. In der IgG-Färbung ist eine deutlihe
Ablagerung der Immunglobuline entlang der glomerulären Basalmembran sihtbar.
Dies zeigt, dass in allen 3 Versuhsgruppen das nephrotoxishe Serum gleihermaÿen
gegen die glomeruläre Basalmembran gerihtet ist.
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Abbildung 3.20: Histologie der nephrotoxishen Serumnephritis: Nieren wurden am
Tag 21 nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis in Formaldehyd xiert
und histologish aufbereitet. Es wurden von jedem Tier jeweils eine Periodi Aid
Shi (PAS)-Färbung, Ma-2-Färbung, CD3-Färbung und IgG-Färbung durhgeführt.
Gezeigt werden repräsentative Bilder jeder Versuhsgruppe (n=10 pro Gruppe).
69
3 Ergebnisse
Abbildung 3.21: Histologie-Auswertung: Die Nierenshnitte geben den Tag 21
nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis wieder. In der Periodi Aid
Shi (PAS)-Färbung wurde der prozentuale Anteil glomerulärer Cresents aller
Versuhstiere evaluiert. Das Ausmaÿ der glomerulären Matrixablagerungen wurde durh
einen semiquantitativen Sore (0-3) aus 50 Glomeruli pro Shnitt bestimmt. Glomeruläre
C3 Ablagerungen wurden durh einen semiquantitativen Sore (0-3) aus 50 Glomeruli pro
Shnitt analysiert. Renale T-Zell-Inltrate wurden mittels CD3-Färbung nahgewiesen und
im Gesihtsfeld bei gröÿter Auösung quantiziert. Pro Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuse
analysiert. ** p<0.01 versus Wildtyp. GF = Gesihtsfeld.
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4.1 Übersiht über die experimentellen Befunde
Die Analyse der Toll-like- und Rig I-like Rezeptor-Expression muriner glomerulärer
Mesangialzellen zeigte eine deutlihe Expression der Toll-like Rezeptoren 2, 3 und
4 sowie von MDA-5 und RIG-I. In vitro-Stimulation mit proinammatorishen
Zytokinen ergab eine signikante Hohregulation von TLR3 und RIG-I.
Funktionelle Untersuhungen bestätigten, dass Mesangialzellen durh die
TLR-Liganden Pam3Cys, Poly(I:C), und LPS entsprehend ihrer Rezeptorexpression
aktiviert werden konnten.
Ebenso war es möglih, kultivierte Mesangialzellen durh apoptotishe oder
nekrotishe Zellen oder deren Zellmaterial zu stimulieren.
Ausgehend von der Hypothese, dass bestimmte Moleküle aus sterbenden Zellen
freigesetzt werden, die über die Aktivierung von Mesangialzellen an der Pathogenese
der Immunkomplex-Glomerulonephritis beteiligt sind, sollte im zweiten Teil dieser
Arbeit daher die Rolle von endogenen Liganden oder auh Danger-Molekülen in
vivo untersuht und die zugrunde liegenden Mehanismen skizziert werden.
Bei dem Modell der nephrotoxishen Serumnephritis geht man von einer durh
Antikörper-vermittelten sterilen Inammation aus. Während der Entzündungsphase
können so genannte Danger-Moleküle freigesetzt werden und intrinsishe renale Zellen
wie beispielsweise Mesangialzellen über Toll-like Rezeptoren aktivieren.
Hierbei zeigten sih untershiedlihe Eekte im Modell der nephrotoxishen
Serumnephritis in Knokout-Mäusen der TLR-Adaptermoleküle TRIF und MyD88.
So wiesen Trif-deziente Tiere nah der Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis
eine dem Wildtyp vergleihbare Glomerulonephritis auf. Im Gegensatz dazu konnte
durh Unterbrehung der MyD88-vermittelten TLR-Signalkaskade die Induktion der
Glomerulonephritis vollständig verhindert werden.
4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleih mit
der Literatur
4.2.1 Bedeutung der Pathogen-Erkennungsrezeptoren in
Mesangialzellen
Die glomerulären Mesangialzellen sind während des glomerulären Filtrationsprozess
ständig zirkulierenden Mikro- und Makromolekülen mit pathogenen und niht
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pathogenen Eigenshaften ausgesetzt. Die Immunantwort, die ein solhes Molekül
auslöst, wird durh die Reaktionsmöglihkeiten der Zelle bestimmt, die mit dem
korrespondierenden Erkennungsmehanismus ausgestattet ist. Daher ist die genaue
Charakterisierung der Expressionsverteilung der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf
Zellen essentiell für das Verständnis der Pathogen-Wirt-Interaktion und die darauf
folgende Immunantwort. Die Kenntnis der Expressionsanalyse untershiedliher
Pathogen-Erkennungsrezeptoren lässt Rükshlüsse auf die Funktion und möglihe
Stellung einer Zelle in physiologishen und pathophysiologishen Prozessen zu. Da
die Familie der Toll-like Rezeptoren unter den Pathogen-Erkennungsrezeptoren eine
zentrale Rolle einnimmt, ist die Verteilung ihrer Rezeptoren von groÿem Interesse
für die Beantwortung immunologisher Fragestellungen. Shwerpunkt dieser Arbeit
war die Untersuhung der glomerulären Mesangialzellen und ihre immunologishe
Bedeutung bei der Glomerulonephritis.
Ergebnissen dieser Arbeit zufolge zeigen die primären Mesangialzellen eine distinkte
Expression der Toll-like-Rezeptoren 2, 3, 4 und in geringerer Ausprägung der
Toll-like Rezeptoren 1, 5, 6 und 11, während die Toll-like Rezeptoren 7 und 9 niht
nahgewiesen werden konnten. Dies steht im Einklang mit Expressionsanalysen
anderer renaler niht-Immunzellen, die ebenfalls TLR7 und TLR9 niht exprimieren.
Zu diesen intrinsishen renalen Zellen gehören neben den Mesangialzellen die
Tubulusepithelzellen, Podozyten, glomeruläre Endothelzellen und intrarenale
Fibroblasten.
Im Gegensatz dazu exprimieren (intrarenale) Antigen-präsentierende Zellen wie
Dendritishe Zellen und Makrophagen zusätzlih TLR7 und 9 (siehe Abbildung
4.1)[159℄. Es sheint somit, dass die intrinsishen renalen Zellen bei der Erkennung
von Einzelstrang-RNA aus Viren und CpG-DNA aus Viren und Bakterien keine
wesentlihe Bedeutung haben. Von den Toll-like Rezeptoren kann demnah nur
Toll-like Rezeptor 3 Nukleinsäuren (dsRNA) erkennen und eine entsprehende
Signalkaskade aktivieren. Mit der Endekung der Toll-like Rezeptor-unabhängigen
RNA-Helikasen wurden alternative Erkennungsmehanismen für Doppelstrang-RNA
aufgedekt [113℄.
In dieser Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass neben den Toll-like Rezeptoren
als Pathogen-Erkennungsrezeptoren auh die RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-I
auf Mesangialzellen exprimiert werden. Somit existieren auh TLR-unabhängige
Erkennungsmehanismen und Signalwege in glomerulären Mesangialzellen. Ob diese
RIG-like Rezeptoren und auh die Nod-like Rezeptoren auf anderen intrinsishen
Nierenzellen exprimiert sind, wurde bislang noh niht untersuht.
Toll-like Rezeptor 3 ist somit niht der einzige Rezeptor auf Mesangialzellen, welher
Doppelstrang-RNA erkennt. Daher müssen frühere Arbeiten zu TLR3 kritish
beurteilt werden, die zeigten, dass virale Doppelstrang-RNA TLR3/TRIF-abhängig
humane und murine Mesangialzellen dazu veranlassen, Interleukin-6 und CCL2 in
vitro und in vivo zu produzieren [150℄[148℄.
Kumar et al. untersuhten die Wirkung von Poly(I:C)-Injektionen in Wildtyp-,
Trif-dezienten und Ips-1-dezienten Mäusen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die nah Poly(I:C)-Gabe erhöhte Antigen-spezishe Antikörperproduktion
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Abbildung 4.1: Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren in der Niere: renale
Immun- und niht-Immunzellen verfügen über vershiedene Expressionsprole [159℄. Der
Hauptuntershied besteht darin, dass (intrarenale) Immunzellen im Gegensatz zu den
intrinsishen renalen Zellen Toll-like Rezeptor 7 und Toll-like Rezeptor 9 exprimieren.
vor allem in Ips-1-dezienten Mäusen vermindert war, während Trif-deziente
Mäuse unbeeinusst blieben. Trif/Ips-1-Doppel-Knokout-Mäuse zeigten dagegen
einen vollständigen Ausfall der Antikörperproduktion. Ebenso zeigte die Analyse der
CD8
+
-T-Zellen eine Reduktion sowohl in den Trif-dezienten als auh Ips-1-dezienten
Mäusen, während in der Doppel-Knokout-Maus die CD8
+
-T-Zell-Expansion
vollständig aufgehoben war. Die Autoren folgerten, dass eine Kooperation von
Toll-like Rezeptor 3 mit den TLR-unabhängigen zytoplasmatishen RNA-Helikase bei
der Erkennung von Doppelstrang-RNA vorhanden zu sein sheint [160℄.
Interessanterweise wurden nur die dsRNA-Rezeptoren, d.h. Toll-like Rezeptor 3,
MDA-5 und RIG-I durh Gabe von Interferon-γ und TNF-α in ihrer Expression
hohreguliert, während Toll-like Rezeptor 2 und 4 unbeeinusst blieben. Dies lässt
darauf shliessen, dass renale Mesangialzellen durh systemishe Entzüdnungsprozesse
aktiviert werden können und durh Hohregulation der dsRNA-Rezeptoren sensitiver
gegen virale Moleküle reagieren.
Die Stimulationexperimente mit primären Mesangialzellen mit Toll-like Rezeptor
2-Liganden Pam3Cys zeigten eine dem TLR-Expressionsprol entsprehende
IL-6-Antwort, die durh Vorstimulation mit Interferon-γ und TNF-α unbeeinusst
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blieb. In den Myd88-dezienten und Tlr2-dezienten Mesangialzellen konnte
entsprehend der TLR-Signalkaskade keine IL-6-Ausshüttung ausglöst werden.
Dagegen war die IL-6-Antwort in Mesangialzellen nah LPS-Stimulation in
Trif-dezienten Mesangialzellen vermindert und blieb in Myd88-dezienten Zellen
vollständig aus. Dies lässt sih durh untershiedlihe Signalwege von TLR4 erklären,
die in Mesangialzellen nah LPS-Stimulation teilweise TRIF-abhängig und vollständig
MyD88-abhängig zu sein sheinen.
Durh Stimulationsversuhe mit Trif-dezienten Mesangialzellen konnte
in dieser Arbeit erstmals eine sowohl TLR3/TRIF-abhängige als auh
TLR3/TRIF-unabhängige Erkennung viraler Doppelstrang-RNA nahgewiesen
werden. Studien mit Tlr3-dezienten Mäusen ergaben eine TLR3-abhängige
Alteration der Zytokin- und Chemokin-Produktion nah Gabe von Poly(I:C) und
nah Infektion mit West Nile Virus und Respiratory Synytial Virus [79℄ [80℄ [161℄.
So konnte, wie auh shon in früheren Arbeiten beshrieben, die Stimulation mit
Poly(I:C) eine IL-6-Ausshüttung in Mesangialzellen bewirken [150℄ [148℄.
Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die externe Poly(I:C)-Stimulation auf einer
TLR3/TRIF-abhängigen Aktivierung der Mesangialzellen beruht. Bei Komplexierung
der Poly(I:C)-RNA mit kationishen Lipiden, welhe eine zytosolishe Stimulation
bewirkt, konnte eine TLR3/TRIF-unabhängige Aktivierung der Mesangialzellen
festgestellt werden. Trif-deziente Mesangialzellen reagierten auf Stimulation
komplexierter dsRNA gleihermaÿen wie Wildtyp-Mesangialzellen. Dieses Phänomen
lässt sih durh die Expression der zytosolishen RNA-Helikasen RIG-I und
MDA-5 in Mesangialzellen erklären. Diese Rezeptoren erkennen TLR-unabhängig
Doppelstrang-RNA vershiedener Viren und sind somit für die antivirale
Immunantwort von Bedeutung.
So wurde in vershiedenen Arbeiten gezeigt, dass RIG-I bei der Abwehr
von Paramyxoviren, Inuenza-Viren, des Vesiular Stomatitis-Virus,
Ebola-Virus und Epstein-Barr-Virus eine wesentlihe Rolle spielt, während
MDA-5 an der Immunreaktion nah Infektion mit Piornaviren, wie dem
Enzephalo-Myokarditis-Virus oder dem Theiler-Virus beteiligt ist [162℄. Einige
Viren sheinen sowohl über RIG-I als auh MDA-5 eine Immunantwort zu initiieren.
So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das Orthoreovirus und Flaviviren wie
Dengue und West Nile Virus von beiden RNA-Helikasen erkannt werden [163℄.
Kato et al. zeigten, dass Poly(I:C) komplexiert mit kationishen
Lipiden MDA-5-abhängig eine Ausshüttung von Typ I-Interferonen in
Maus-Embryo-Fibroblasten (MEF) bewirkt [113℄. Dagegen sheint das
5`-Triphosphat-Ende viraler Einzel- und Doppelstrang-RNA eine wesentlihe
Rolle bei der Aktivierung von RIG-I zu spielen [103℄. Stimulation mit komplexierter
5`-Triphosphat-RNA (3P-RNA) führte in den Mesangialzellen TLR-unabhängig zu
einer deutlihen Ausshüttung von IL-6.
Neben der IL-6-Ausshüttung wurde auh die Zellproliferation der Mesangialzellen
nah Stimulation mit TLR-Liganden untersuht. Ergebnissen dieser Arbeit zufolge
führte die Stimulation von TLR2 und TLR4 zu einer verstärkten Proliferation der
Mesangialzellen. Bakterielle Infektionen können somit neben Wahstumfaktoren und
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proinammatorishen Zytokinen die Proliferation der Mesangialzellen im Mesangium
beeinussen und so zur Progression einer bestehenden Glomerulonephritis beitragen.
Dagegen führte die Stimulation mit viraler Doppelstrang-RNA zu einer verminderten
Zellaktivität. Dies lässt sih am wahrsheinlihsten durh Apoptose erklären. Auh in
früheren Arbeiten mit humanen Mesangialzellen konnte gezeigt werden, dass Poly(I:C)
Apoptose in Mesangialzellen induziert [150℄. Diese Apoptose-induzierende Wirkung
von Poly(I:C) konnte beispielsweise auh in β-Zellen des Pankreas beobahtet werden.
Rassheart et al. zeigten, dass Poly(I:C) synergistish mit IFN-γ zu einer deutlih
erhöhten Apoptoserate in β-Zellen führten [164℄. Ebenso konnte durh systemishe
Poly(I:C)-Gabe eine Insulitis mit subsequenten Typ-1-Diabetes in BALB/-Mäusen
ausgelöst werden [165℄.
Somit könnte die Anwesenheit von Doppelstrang-RNA im Glomerulus zu lokalem
Zelltod führen und auf diese Weise eine Immunreaktion auslösen.
4.2.2 Bedeutung endogener Liganden bei der Toll-like
Rezeptor-abhängigen inammatorishen Aktivierung
glomerulärer Mesangialzellen
Ein seit langem kontrovers diskutiertes Thema der Immunologie beshäftigt sih
mit der Frage, wie Zelltod unser Immunsystem zu einer Abwehrreaktion aktivieren
kann. Die These, dass eine solhe sterile Inammation existiert, wurde erstmals
von Polly Matzinger 1994 aufgestellt. Seither sind zahlreihe Publikationen zu
diesem Thema ershienen. Die in dieser Arbeit gezeigten Daten liefern erstmalig
Belege, dass apoptotishes und nekrotishes Zellmaterial in Mesangialzellen eine
Immunantwort in Form einer IL-6-Produktion initiieren. Endogene Liganden werden
überwiegend durh sterbende Zellen freigesetzt und können sowohl TLR-abhängig als
auh TLR-unabhängig zu einer Immunantwort führen. In der vorliegenden Arbeit
wurden die TLR-abhängigen Stimuli sterbender Zellen untersuht.
Eekt apoptotisher Zell-Stimulation in Mesangialzellen In dieser Arbeit
konnte erstmals gezeigt werden, dass apoptotishe Zellen TLR2/MyD88-abhängig
Mesangialzellen stimulieren, während Trif-deziente Zellen eine verminderte,
jedoh niht-signikante IL-6-Produktion aufwiesen. Erst die Extraktion der
Gesamt-RNA aus apoptotishen Zellen konnte eine TLR3/TRIF-Abhängigkeit der
IL-6-Ausshüttung in den Mesangialzellen nahweisen. Demnah sheint endogene
RNA Mesangialzellen stimulieren und eine Immunreaktion im Glomerulus bewirken
zu können. Dies steht im Einklang mit bisherigen Veröentlihungen, in denen RNA
aus totem Zellmaterial als endogener Ligand für TLR3 postuliert wurde.
So zeigte Kariko et al., dass in vitro -transkribierte mRNA TLR3-abhängig
293-Zellen stimuliert. Zudem konnte in dieser Arbeit auh eine Reifung und
Zytokin-Ausshüttung von Dendritishen Zellen nah Stimulation mit nekrotishen
Zellen nahgewiesen werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Nukleinsäuren
der nekrotishen Zellsuspension für die Stimulation der Dendritishen Zellen
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eine wesentlihe Rolle spielen. So führte die Vorbehandlung der nekrotishen
Zellsuspension mit der unspezishen Nuklease Benzonase zu einer Verminderung der
Zytokin-Produktion und DC-Reifung [125℄.
Brentano et al. wiesen eine TLR3-abhängige Aktivierung synovialer
Fibroblasten durh RNA nekrotisher Zellen nah. Von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis wurden nekrotishe Synovia-Zellen gewonnen und mit
synovialen Fibroblasten koinkubiert. Die Stimulation durh Benzonase- und
Hydroxyhloroquin-vorbehandelter nekrotisher Zellen führte in den Fibroblasten
jeweils zu einer verminderten Zytokinausshüttung im Vergleih zu niht-behandelten
nekrotishen Zellen. Daraus folgerten die Autoren, dass Nukleinsäuren aus
nekrotishem Zellmaterial synoviale Fibroblasten von Patienten mit Rheumatoider
Arthritis (RASF) stimulieren können. Hydroxyhloroquin hemmt die endosomale
Azidikation, so dass endosomale Rezeptoren wie TLR3, 7, 8 und 9 niht mehr
aktiviert werden können. Da RASF (wie auh Mesangialzellen) TLR7, 8 und 9
niht exprimieren, wurde mit der Chloroquin-Gabe nur TLR3 inhibiert und somit
eine TLR3-abhängige Aktivierung der Fibroblasten durh nekrotishes Zellmaterial
postuliert [126℄.
Ebenso konnte gezeigt werden, dass nekrotishe neuronale Zellen eine Immunanwort
in Shwann-Zellen via TLR2 und TLR3 hervorrufen [166℄.
In einer kürzlih ershienenen Veröentlihung konnte gezeigt werden,
dass TLR3-deziente Makrophagen eine verminderte Zytokin- und
Chemokin-Ausshüttung nah Stimulation mit nekrotishen Neutrophilen aufweisen.
Ein Verdau der nekrotishen Zellsuspension mit RNase und Benzonase führte zu einer
Verminderung der Zytokin-Produktion in den Wildtyp-Makrophagen. Zusätzlih
konnte die Chemokin-Produktion in Wildtyp-Makrophagen nah Stimulation
nekrotisher Neutrophiler durh TLR3-Antikörper signikant reduziert werden [167℄.
Im Vergleih zu den TLR-Liganden induzierten apoptotishe Thymozyten eine
relativ geringe IL-6-Antwort in Mesangialzellen. Diese konnte auh nur durh eine
(unphysiologish) hohe Zahl apoptotisher Zellen erreiht werden. Es kann daher
niht dierenziert werden, ob nun apoptotishe oder sekundär nekrotishe Zellen die
Mesangialzellen aktivierten.
Zellen können durh untershiedlihste Mehanismen sterben. Die 2 Haupttypen des
Zelltodes sind dabei Nekrose und Apoptose. Nekrotisher Zelltod resultiert meist
aus pathologishen Prozessen der Zellshädigung, wie beispielsweise nah Trauma,
Ishämie oder durh toxishe Substanzen. Die Nekrose ist dabei durh das Anshwellen
der Zellen und anshlieÿendem Verlust der Membranintegrität gekennzeihnet.
Dagegen ist Apoptose ein geplanter Prozess, der normalerweise physiologish
vorkommt, wie zum Beispiel während Entwiklungsprozessen. Morphologish sind
apoptotishe Zellen durh Zellshrumpfung gekennzeihnet und bewahren initial
ihre Zellintegrität. Die Immunantwort auf diese zwei Formen des Zelltodes sind
daher vershieden (siehe Abbildung 4.2) [168℄. Nekrotisher Zelltod stimuliert
eine Immunreaktion, während hingegen apoptotishe Zellen in der Regel keine
Immunantwort hervorrufen. Dies trit zum Beispiel auf die Entwiklung der T-Zellen
im Thymus zu. Zudem bewahren apoptotishe Zellen ihre Membranintegrität
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und setzen niht wie nekrotishe Zellen intrazelluläre Moleküle frei. Sie werden
durh residente Makrophagen phagozytiert und somit ezient weggeräumt. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass apoptotishe Zellen Makrophagen zu einer IL-10- und
TGF-β-Ausshüttung stimulieren, was zu einer Unterdrükung der Immunreaktion
führt [169℄.
Nah Polly Matzinger ist dieser Untershied der Immunreaktion auf die zwei Formen
des Zelltods dadurh begründet, dass nekrotisher Zelltod nur nah unphysiologishen,
d.h. nah pathologishen Situationen auftritt und somit eine Gefahr für den
Organismus bedeutet, während apoptotisher Zelltod meist physiologisher Natur ist
und damit keine akute Bedrohung darstellt [122℄. Eine shnelle Immunreaktion ist
daher von Bedeutung, wenn sih nekrotisher Zelltod ereignet, um den Organismus
in seiner Integrität zu bewahren. Unter bestimmten Umständen kann aber auh
Apoptose zu einem inammatorishen Prozess führen. So zeigten Faouzi et al., dass
die systemishe Gabe von FAS-Antikörpern zu einer FAS-induzierten Apoptose in der
Leber und einer subsequenten starken Immunantwort führte. Diese Immunreaktion
konnte durh Hemmung der Apoptose inhibiert werden [170℄.
Warum letztlih Apoptose in manhen Fällen zu einer Immunreaktion führt und
in anderen Situationen niht, bleibt ungeklärt. Ein wesentliher Faktor sheint die
Shnelligkeit und Ezienz der phagozytierenden Zellen zu sein, die apoptotishe
Zellen beseite räumen und so vor einer sekundären Nekrose bewahren [171℄. Ist
die Phagozytose niht gewährleistet, werden potentielle intrazelluläre Immunstimuli
freigesetzt. Dies könnte unter Umständen für den Organismus aber auh von
Vorteil sein, wenn Apoptose beispielsweise bei pathologishen Prozessen wie
(Virus-)Infektionen auftritt [172℄.
Nekrotishe Zellkomponenten aktivieren Mesangialzellen via TLR2/MyD88
Glomerulonephritiden gehen häug mit fokalen glomerulären Nekrosen einher.
Glomeruläre Mesangialzellen treten somit in Kontakt mit nekrotishem
Zellmaterial. Nekrotisher Zelltod ist durh den Verlust der Membranintegrität
und damit durh die Freisetzung intrazellulärer Bestandteile harakterisiert. In
vershiedenen Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass nekrotishe Zellen das
angeborene Immunsystem aktivieren, indem freigesetzte intrazelluläre Moleküle
an Pattern-Reognition-Rezeptoren auf Dendritishen Zellen binden und diese
daraufhin zu immunstimulatorishen Zellen reifen [121℄. Die Mehanismen wurden
in dieser Arbeit an glomerulären Mesangialzellen untersuht. In vitro wurden die
Mesangialzellen mit nekrotishem Zellmaterial vershiedener Zellen stimuliert. Dies
führte zu einer starken IL-6- und CXCL9/MIG-Freisetzung der Mesangialzellen. Für
CXCL9/MIG wurde in einer kürzlih ershienenen Veröentlihung gezeigt, dass es
wesentlih an der Pathogenese einer Immunkomplex-Glomerulonephritis beteiligt ist
[173℄.
Es wird davon ausgegangen, dass Nekrose mit einem Entzündungszustand in den
Glomeruli vergesellshaftet ist und somit proinammatorishe Zytokine präsent sind.
Ein Dosis-abhängiger synergistisher Eekt der IL-6-Ausshüttung konnte daher
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Abbildung 4.2:Mehanismus der sterilen Inammation: Untersheidung zwishen lebenden,
nekrotishen und apoptotishen Zellen. Lebende Zellen beinhalten Danger -Signale, die erst
durh Verlust der Membranintegrität freigesetzt werden und so eine Entzündungsreaktion
auslösen können. Apoptotishe Zellen bewahren dagegen ihre Zellintegrität und werden in
der Regel durh Phagozytose abgeräumt. Intrazelluläre Bestandteile werden niht freigesetzt
und es kommt zu keiner Immunreaktion. Werden die apoptotishen Zellen jedoh niht shnell
genug phagozytiert, werden sie sekundär nekrotish und verlieren ihre Membranintegrität.
Dies führt durh Freisetzung endogener Danger -Moleküle zu einer Immunrantwort [168℄.
durh Vorstimulation mit proinammatorishen Zytokinen nahgewiesen werden.
Um die TLR-abhängigen Eekte in Mesangialzellen auf nekrotishes Zellmaterial zu
untersuhen, wurden Tlr2-, Trif- und Myd88-deziente Mesangialzellen mit Medium
nekrotisher Fibroblasten stimuliert. Die in vitro-Experimente mit Trif-dezienten
Mesangialzellen zeigten eine partielle Abhängigkeit in der IL-6-Freisetzung, während
die CXCL9/MIG-Aussshüttung niht untershiedlih zu den Wildtypzellen war.
Somit ist die Beteiligung des Adaptermoleküls TRIF an der Aktivierung von
Mesangialzellen durh nekrotishes Zellmaterial niht eindeutig geklärt.
Dagegen konnte ähnlih den Stimulationsversuhen mit apoptotishen Thymozyten
eine absolute Abhängigkeit von TLR2 und MyD88 nahgewiesen werden. Die
gezeigten Daten deuten darauf hin, dass freigesetzte Bestandteile nekrotisher Zellen
glomeruläre Mesangialzellen über TLR2/MyD88-abhängige Signalwege zu einer IL-6-
und MIG-Ausshüttung aktivieren, während die TRIF-abhängige Aktivierung in
Mesangialzellen nur eine untergeordnete Rolle zu spielen sheint.
So konnte bereits in einer früheren Studie gezeigt werden, dass die Stimulation mit
nekrotishen Zellen zu einer NF-κB-Aktivierung via TLR2/MyD88 in Fibroblasten
und Makrophagen führt [128℄.
Das TLR-Adapterprotein MyD88 wurde in vershiedenen primär niht-infektiösen
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Krankheitsmodellen als essentiell beshrieben. So sind Myd88-deziente Mäuse vor
gröÿerem Gewebeshaden beispielsweise bei myokardialer Ishämie geshützt [174℄.
Zudem konnte in vivo in einem Modell des akuten Nierenversagens nahgewiesen
werden, dass Tlr2-deziente Mäuse nah Ishämie-Reperfusion deutlih weniger
proinammatorishe Zytokine und Chemokine produzierten. Des Weiteren
konnte ein wesentlih geringerer Gewebeshaden der Nieren im Vergleih zu den
Wildtyp-Tieren festgestellt werden [130℄. Diese in vivo-Daten liefern wahrsheinlih
die überzeugendsten Hinweise für die physiologishe Relevanz endogener Liganden im
Rahmen des akuten Gewebeuntergangs.
Die Anzahl der vershiedenen inammatorishen Trigger aus sterbenden Zellen ist
unbekannt. Eine Reihe potentieller stimulatorisher Moleküle wurde in den letzten
Jahren identiziert (siehe Einleitung: Endogene Liganden). HMGB1 (high mobility
group box 1) beispielsweise ist ein nukleäres Protein und in allen Zellen enthalten. Es
bindet an Chromatin und ist an der Regulation der Gen-Transkription beteiligt. Es
wird passiv aus nekrotishen Zellen freigesetzt, bleibt jedoh während der Apoptose
und auh nah sekundärer Nekrose apoptotisher Zellen im Nukleus.
In vitro Studien zeigten, dass HMGB1 aus nekrotishen Zellen Monozyten
zur TNF-α-Produktion stimuliert [154℄. In einer weiteren Studie wurden
HMGB1-Antikörper in infarzierten Herzmuskel injiziert, was eine verbesserte
Regeneration zur Folge hatte [175℄. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
HMGB1-Antikörper die Entzüdungsreaktion in der Leber nah Ishämie-Reperfusion
verminderten [176℄.
Es ist weiterhin bekannt, dass HMGB1 über TLR2- und TLR4-abhängige Signalwege
zu einer Freisetzung inammatorisher Zytokine und Chemokine führen (siehe
Einleitung). HMGB1 könnte somit als potentieller endogener Stimulus aus
nekrotishen Zellen TLR2/MyD88-abhängig glomeruläre Mesangialzellen aktivieren.
Ob nun HMGB1 allein eine proinammatorishe Aktivität aufweist, konnte bislang
noh niht nahgewiesen werden. Aufgereinigtes HMGB1-Protein allein konnte nur
eine geringe Immunantwort auslösen [177℄. Es wird daher vermutet, dass HMGB1 nur
eine Vermittlerrolle einnimmt, indem es an andere intrazelluläre Moleküle, die aus
nekrotishen Zellen freigesetzt wurden, bindet.
Die proinammatorishen Moleküle aus sterbenden Zellen sind in der Regel keine
biologish aktiven Immunstimulanzien. Wie stimulieren solhe normalerweise
niht-aktiven Substanzen plötzlih eine Immunreaktion? Eine Hypothese geht
davon aus, dass bestimmte Rezeptoren Moleküle erkennen, die unter normalen
Umständen in sih selbst verborgen sind [168℄. Erst wenn diese hidden-self -Moleküle
in den Extrazellulärraum durh Verlust der Membranintegrität durh nekrotishen
Zelltod freigesetzt werden, stimulieren sie eine Immunantwort. Diese sterile
Immunantwort ist vergleihbar mit der Immunantwort auf extrazelluläre mikrobielle
Pathogene. Tatsählih ist es so, dass beide Immunreaktionen über Toll-like
Rezeptoren vermittelt werden (siehe Abbildung 4.3). Chen et al. konnten 2007
zeigen, dass Tlr2/Tlr4-Doppelknokout-Mäuse eine reduzierte Immunantwort nah
intraperitonealer Injektion nekrotisher Zellen aufweisen, während in dezienten
Mäusen für Tlr2 und Tlr4 allein als auh für Tlr1, Tlr3, Tlr6, Tlr7, Tlr9 und Tlr11
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keine Veränderung in der Immunantwort nahweisbar waren [178℄. Dies deutet darauf
hin, dass noh weitere Rezeptoren bei der Vermittlung steriler Immunreaktionen
beteiligt sind.
Die in dieser Arbeit gezeigten Daten liefern somit erstmalig Hinweise, dass freigesetzte
intrazelluläre Moleküle aus nekrotishen Zellen potente Immunstimulanzien für
Mesangialzellen darstellen und dies fast ausshlieÿlih über TLR2 und MyD88
vermittelt wird. Dies unterstützt die These, dass Pathogen-Erkennungsrezeptoren
wie TLR2 auh als so genannte Danger -Rezeptoren fungieren. Intraglomeruläre
Läsionen könnten folglih eine lokale Entzündungsreaktion über diesen Mehanismus
begünstigen.
Abbildung 4.3: Pathogen- und Hidden-self -Erkennung: Toll-like Rezeptoren können sowohl
durh Pathogene als auh durh intrazellulär verstekte eigene Moleküle eine Immunantwort
auslösen. HMGB1 = high mobility group box 1, HSP = heat shok protein.
4.2.3 Bedeutung der Signaladaptermoleküle TRIF und MyD88
bei der Pathogenese der
Immunkomplex-Glomerulonephritis
In dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass endogene Liganden aus
sterbenden Zellen über Rezeptoren des angeborenen Immunsystems eine funktionelle
Relevanz bei der Immunkomplex-Glomerulonephritis haben. Wir gingen davon aus,
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dass die Unterbrehung der Signalweiterleitung TLR-vermittelter Aktivierung einen
verzögerten Krankheitsverlauf der Glomerulonephritis zur Folge habe. Um diese
Annahme zu prüfen, wurde das Modell der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif-
und Myd88-Knokout-Mäusen induziert.
Funktionelle Bedeutung von TRIF bei der Immunkomplex-Glomerulonephritis
Den Ergebnissen zufolge entwikelten die Trif-dezienten Mäuse eine mit den
Wildtyp-Mäusen vergleihbare Proteinurie im Verlauf der nephrotoxishen
Serumnephritis. Auh die Serum-Parameter für Albumin, Cholesterin, Kreatinin
und Harnsto-N wiesen keine signikanten Untershiede zu den Wildtyp-Tieren
auf. Dies bestätigte auh die FACS-Analyse der renalen Leukozyteninltration und
die Histologie. In der Auswertung der Leukozyten- und Makrophageninltration
nah Induktion des nephrotoxishen Serums konnte kein signikanter Untershied
zwishen den Trif-Knokout und Wildtyp-Mäusen nahgewiesen werden. Ebenso
ergab die Auswertung der histologishen Shnitte eine mit den Wildtyp-Tieren
verlgeihbare Induktion der Immunkomplex-Glomerulonephritis. Die gezeigten Daten
konnten somit keine funktionelle Relevanz des TLR-Adapterproteins TRIF bei der
Immunkomplex-Glomerulonephritis nahweisen. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen in vitro. So konnte die Stimulation mit aufgereinigter Gesamt-RNA
apoptotisher Thymozyten und Mesangialzellen zwar Trif-abhängig glomeruläre
Mesangialzellen aktivieren, zeigte aber im Vergleih zu anderen TLR-Liganden nur
einen shwahen Eekt.
Christensen et al. untersuhten im MRL
lpr/lpr
-SLE-Modell die funktionelle Relevanz
von TLR3 in der Pathogenese des Systemishen Lupus Erythematodes und
der Lupusnephritis. In dieser Studie wurden dazu Tlr3-deziente Mäuse mit
MRL
lpr/lpr
-Mäusen rükgekreuzt. Die Ergebnisse zeigten keine wesentlihen
Veränderungen in der Autoantikörper-Prokution und der Progression der
Lupusnephritis [179℄. Diese Daten und die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse
lassen somit vermuten, dass TLR3 und das Signaladapterprotein TRIF keine
Bedeutung in vivo bei der Entwiklung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis
haben.
Dagegen zeigte die Arbeit von Patole et al., dass die Injektionn viraler
Doppelstrang-RNA zu einer Aggravation der Lupusnephritis in MRL
lpr/lpr
-Mäusen
führte [148℄. Dieses Phänomen kann einerseits durh die Interaktion von dsRNA
mit TLR3 erklärt werden, andererseits wurden unlängst die RNA-Helikasen
entdekt, welhe ebenfalls Doppelstrang-RNA erkennen und eine Immunantwort
TLR-unabhängig vermitteln können. Weitere Studien sind somit notwendig,
um die Rolle von TLR3 und der RNA-Helikasen bei der Pathogenese der
Immunkomplex-Glomerulonephritis zu klären.
Dagegen konnte in einer kürzlih ershienenen Publikation von Cavassani et al. die
in vivo-Relevanz von TLR3 als Sensor endogener Moleküle nahgewiesen werden
[167℄. In einem experimentellen Modell der septishen Peritonitis und in einem
Darmishämie-Modell konnte jeweils eine TLR3-vermittelte Immunreaktion gezeigt
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werden. In beiden Modellen waren die Mäuse keinen exogenen viralen Stimuli
ausgesetzt. Daher folgerten die Autoren, dass die TLR3-abhängige Erkennung
endogener Moleküle, die durh das Absterben von Zellen freigesetzt werden, in diesen
Virus-unabhängigen Mausmodellen eine wesentlihe Rolle spielt.
Funktionelle Bedeutung von MyD88 bei der Immunkomplex-Glomerulonephritis
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Myd88-Knokout-Mäuse vor der
Ausbildung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis geshützt waren. Sowohl
klinish als auh histologish konnte keine Glomerulonephritis festgestellt werden.
So konnte keine signikante Proteinurie und Retention von Harnsto in den
Myd88-Knokout-Mäusen nahgewiesen werden. Ebenso zeigten Myd88-deziente
Tiere ein unauälliges histologishes Bild, während die Wildtyp-Mäuse typishe
Veränderungen in der Histologie mit deutliher Sklerosierung und Halbmondbildung
der Glomeruli aufwiesen. Des Weiteren fand sih in der Immunhistohemie als auh in
der FACS-Analyse der Nierenzellen kein Nahweis einer Inltration von Makrophagen
und T-Lymphoyzten.
Um die immunologishen Komponenten der Pathogenese weiter zu dierenzieren,
wurde zunähst die humorale Immunantwort der Mäuse untersuht. Im Serum aller
Versuhstiere konnten Antikörper gegen die injizierten Kaninhen-Immunglobuline in
vergleihbaren Mengen nahgewiesen werden. Folglih führte eine Deaktivierung von
MyD88 niht zu einer Verminderung der humoralen Immunantwort.
Der klinishe Untershied könnte somit in der zellulären Immunantwort begündet sein.
Diesen Gedanken unterstützte eine signikant und vergleihbar hohe IFN-γ-Sekretion
der mit den Kanihen-IgG reaktivierten Splenozyten von Wildtyp- und Trif-dezienten
Mäusen, die jedoh in Myd88-Knokout-Tieren fehlte. Zudem war eine deutlihe
Reaktivierung der zytotoxishen T-Zellen ebenfalls nur in den Wildtyp-Mäusen
nahweisbar. Myd88-deziente Mäuse zeigten dagegen keine Reaktivierung der
zellulären Antwort.
Die klare Rolle der zellulären Immunantwort im Modell der nephrotoxishen
Serumnephritis zeigte sih im fast vollständigen Ausbleiben der Proteinurie als Maÿ
einer Nierenshädigung in T-Zell-dezienten Mäusen, während die Induktion der
Erkrankung bei B-Zell-Dezienz weitgehend dem Wildtyp ähnelte [180℄. Folglih
wirkte der Shutz vor einer Glomerulonephritis in dem Modell der nephrotoxishen
Serumnephritis bei den Myd88-dezienten Mäusen sehr wahrsheinlih über die
zelluläre Immunantwort.
Shnare et al. konnten keinen Defekt in der Proliferation und Produktion von
Interferon-γ und IL-4 Myd88-dezienter T-Zellen nahweisen. Bei der Analyse
der Antigen-spezishen Immunantwort konnte jedoh gezeigt werden, dass
T-Zellen immunisierter Myd88dezienter Mäuse kein IFN-γ nah Antigengabe
produzierten. Es wird daher vermutet, dass das Antigen-spezishe Priming in
Myd88-Knokout-Mäusen fehlerhaft ist. Die Immunisierungslösung enthielt neben
Ovalbumin Complete Freund's Adjuvant (CFA). CFA enthält eine Mishung
vershiedener Bestandteile von Mykobakterien, die von vershiedenen Toll-like
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Rezeptoren wie TLR2 und TLR4 erkannt werden. Somit ist die fehlerhafte Aktivierung
der adaptiven Immunantwort in Myd88-dezienten Mäusen durh die unzureihende
Aktivierung von Toll-like Rezeptoren durh CFA begründet [181℄.
Diese Daten deuten folglih darauf hin, dass Myd88-deziente Tiere resistent
gegenüber der Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis waren, da in diesem
Modell CFA als Präimmunisierungslösung verwendet worden ist.
Dennoh konnte in einer Studie mit Myd88-Knokout-Mäusen, die in den
MRL
lpr/lpr
-Stamm rükgekreuzt worden sind, nahgewiesen werden, dass MyD88
eine wesentlihe Rolle bei der Entwiklung der Lupusnephritis spielt. So
zeigten Myd88-deziente MRL
lpr/lpr
-Mäuse eine verlängerte Überlebensrate und
zusätzlih eine unauällige Histologie der Nieren. Es konnten in den Nieren
weder Leukozyteninltrate noh glomeruläre Läsionen festgestellt werden. Auh
klinish zeigten die Myd88-dezienten MRL
lpr/lpr
-Mäuse im Vergleih zu den
MRL
lpr/lpr
-Mäusen keine Proteinurie und deutlih reduzierte Serumparameter.
Folglih konnte in dieser Studie eindeutig belegt werden, dass MyD88 an der
Pathogenese der Immunkomplex-Glomerulonephritis in einem SLE-Mausmodell
wesentlih beteiligt ist [182℄.
Weitere Studien, beispielsweise mit Wildtyp/MyD88-himeren Mäusen, sind somit
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BSA Bovines Serum Albumin
CD Cluster of dierentiation
DNA omplementary-Desoxyribonukleinsäure
CpG Cytosin-(phosphat)-Guanin-Dinukleotid
DAMP Danger/Damage Assoiated Moleular Pattern
DC Dendritishe Zelle
DEPC Diethyl-Pyroarbonat




ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EGF Epidermal Growth Fator






HMGB High Mobility Group Box






iNOS induzierbare NO Synthase
IPS Interferon-β-promotor-stimulator
IRAK IL-1R-assoziierte Kinase
IRF IFN Regulatory Fator
ITS Insulin, Transferrin, Selenium




MD-2 Myeloid Dierentiation Protein 2
MDA Melanoma Dierentiation Assoiated Protein
MIG Monokine Indued by Interferon-γ
MIP Marophage Inammatory Protein
MACS Magneti Ativated Cell Sorting
MPGN Membranoproliferative Glomerulonephritis




NOD Nuleotide-Binding Oligomerization Domain
OD Optishe Dihte
PAMP Pathogen Assoiated Moleular Pattern
PAS Periodi-aid Shi
PBS Phosphate-Buered Saline





PRR Pathogen Reognition Reeptor/ Pathogen-Erkennungsrezeptor
PS Peniillin/Streptomyin
RIG Retinoi Aid Induible Protein
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT Reverse Transriptase
SLE Systemisher Lupus Erythematodes
SMA Smooth Musle Atin
ssRNA single stranded RNA
TIR Toll/IL1-R domäne
TLR Toll-like Rezeptor
TNF Tumor Nekrose Faktor
TRIF TIR-domain-ontaining adaptor protein induing IFN-β
VCAM Vasular Cell Adhesion Moleule
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